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第 1 節 序論 
 
0-1-1 麹菌における選択マーカーリサイクリングの意義 




しかし、1987 年に A. oryzae の形質転換系が開発されたことを契機に、異種タンパク質生
産の宿主としての利用が始まるとともに、遺伝子操作による分子育種が可能になった。遺
伝子レベルでの解析を行うためのツールが整うとともに、非相同末端結合に関わる因子と
して麹菌の DNA ligase IV 遺伝子のホモログである ligD破壊などの相同組換え効率向上株

















































 部位特異的組換え酵素系としては、バクテリオファージ P1 由来の Cre/loxP (6) や、出
芽酵母由来の FLP/FRT (7) といったシステムが知られている。特に Cre/loxP は原核微生物
から哺乳類に至るまで広く利用されており、条件的遺伝子ノックアウトや選択マーカーの
リサイクリングにも良く用いられている。 
 Cre リコンビナーゼ (Cre) は、343 アミノ酸残基からなり、チロシンリコンビナーゼフ
ァミリーに属する約 38 kDa のタンパク質である。Cre により認識される loxP 配列は、対
称配列である両側 13 bp (アーム) に、非対称配列である中央 8 bp (スペーサー) が挟まれた 
34 bp からなる配列である。Cre/loxP 反応に必要な構成要素は、この Cre と loxP のみで
あり、Cre は 2 つの loxP サイトを認識し両者の loxP 間で部位特異的な組換えを起こす。
ただし、同一 DNA 鎖状に loxP 配列が複数存在する場合、Cre 反応の結果は両者の loxP の
向きにより異なり、2 つの loxP が互いに逆向きである場合は loxP に挟まれた領域は反転
し、向きが同一である場合、loxP に挟まれた領域は切り出しを受け、環状配列となって脱
落する(Fig 0-1 A)。すなわち、回収したい選択マーカー遺伝子の両端に loxP 配列を同一の
向きで配置して染色体上に導入し、菌体内で Cre を作用させることで、マーカー遺伝子領
域のみを特異的に脱落させることができる。Cre/loxP システムは糸状菌内でも正常に機能
することが知られており、Aspergillus fumigatus や Aspergillus nidulans では遺伝子破壊に使
用した選択マーカーの脱落に成功したという報告がある (8-9)。そこで、本研究においても、
Cre/loxP システムを採用し、選択マーカーリサイクリングシステムの開発を試みた。 
Cre/loxP 反応を行うと、1 つの loxP 配列が染色体上に蓄積することになり、遺伝子導入
とマーカー除去を繰り返すと、染色体上に複数の loxP 配列が蓄積する(Fig. 0-1 A)。そのた
め、蓄積した loxP 配列間で望まない Cre 反応が起こる恐れがある。この問題点を解決す
るため、前任者の江原は 1 度しか Cre 反応を受けない変異型 loxP を利用したマーカーリ
サイクリングの構築を行った。 
loxP 配列には様々な変異型配列が報告されているが、左右両方のアームに変異を有する 
lox72 という変異型 loxP は、Cre による認識効率が著しく低下し、ほとんど Cre 反応を受
けないことが知られている (10-11)。しかし、変異を片側のアームのみに有する変異型 loxP 
(lox66, lox71) では、Cre 反応の標的となり得ることから、この変異型 loxP ペアを選択マー
カーの両端に設計することで、マーカー除去後に染色体上に非反応型 loxP (lox72) を生成さ










 糸状菌の菌体内 Cre 反応として、A. fumigatus や A. nidulans では、Cre 発現カセットを
有するプラスミドを麹菌に導入し、染色体上に組み込むことなく条件的に Cre を発現させ
る Cre 菌体内発現法が行われている (7, 57)。この手法を多重遺伝子導入に応用する場合、
目的遺伝子の染色体への導入、Cre 発現プラスミドの導入、マーカー除去株の選抜、さらに
Cre 発現プラスミドの脱落という 4 つのステップを何度も繰り返すことが必須となり、極
めて煩雑な工程となることが予想された。 
 麹菌で Cre を発現させる方法として菌体内 Cre 直接導入法が開発されている (12)。こ
の Cre 直接導入法は、細胞壁を酵素処理により消化した麹菌のプロトプラストに対して、
外部から市販の Cre 酵素液を酵素キャリアである核酸と共に直接取り込ませる。しかし、
この手法では、野生型 loxP が認識され、マーカーが脱落するが、変異型 loxP ではマーカ
ーが脱落されにくいことがわかった (56)。そのため、前任者の江原はチアミン添加で大幅
に発現が抑制される thiA プロモーター (PthiA) を用いた条件的 Cre 発現カセットを染色
体上に組み込んだ株を形質転換の宿主株として使用した手法を構築した (Fig. 0-2 A)。この
手法では、目的遺伝子の導入とマーカー除去株の選抜の 2 ステップに簡略化することがで
きた。しかし、Cre 発現カセットが染色体上に常に存在し、PthiA の発現抑制効果は完全で
はないため (13)、発現抑制下でも一定の Cre 発現が生じてしまい、望まない Cre 反応が
起こる可能性が指摘された。 
 この問題を解決するため、本博士論文では選択マーカーと Cre 発現カセットを同時に脱
落させるシステムの確立を目指した。このシステムでは選択マーカーと Cre 発現カセット
を同時に脱落させるために両者を変異型 loxP の間に配置し、Cre 発現を誘導することによ
り選択マーカーと同時に Cre 発現カセットも脱落させることで Cre 発現が完全に抑制さ










な A. oryzae NS4 ligD::sC 株 (niaD-, sC-) (14) を用いた。プラスミドを取得するための大腸
菌宿主として Escherichia coli DH5 (16) を用い、プラスミドを作製するための酵母宿主株
として、Saccharomyces cerevisiae BY4741 株 (MATa, his31, leu20) を用いた。 
試薬類は特に表記のない限り和光純薬 (株) の特級試薬を、適宜オートクレーブ処理して
用いた。各種制限酵素、修飾酵素類は TaKaRa, Roche, New England Biolabsのものを適宜用




 プレートを作製する際には，各寒天培地に 1.5% となるように、軟寒天プレートの場合
は 0.6% となるように寒天を加えた。 
・YPD培地 
 1% glucose, 0.5% BactoTM yeast extract, 1% BactoTM peptone 
・YPX 培地 
 1% xylose, 0.5% BactoTM yeast extract, 1% BactoTM peptone 
・Czapek-Dox (CD) 培地 
1% carbon sourec, 70 mM (NH4)2SO4, 0.1% KCl, 0.05% KH2PO4, 0.05%     
MgSO4•7H2O, 1×trace elements* 
・YPM 培地 
2% maltose, 0.5% Bacto
TM
 yeast extract, 1% Bacto
TM
 peptone 
adeA 欠損株を生育させる場合、0.01% adenine を加えた。 
niaD
+





 株を単離する場合、0.01% pyrithiamine を加えた。 
xynG2/xylP プロモーター下の発現を抑制する場合は、炭素源としてグルコースを使用した。 
xynG2/xlyP プロモーター下の発現を誘導する場合は、炭素源としてキシロースを使用した。 




 tryptone, 0.5% Bacto
TM
 yeast extract, 0.5% NaCl, 0.005% ampicillin 
・酵母用最小培地 (SD) 培地 
 2% glucose, 0.67% yeast nitrogen base w/o amino acid 
・SD+, his, leu, met 培地 
 SD 培地に histitidine, leucine, methionine を加えた 
*1000×trace element; 3.6 mM FeSO4, 30.7 mM ZeSO4, 1.6 mM KH2PO4, 0.7 mM MnSO4, 0.3 mM 
Na2B4O7, 0.04 mM (NM4)6Mo7O2•4H2O 
 
0-2-3 培養 
 本博士論文では特に記載のない限り、A. oryzae の液体培養は 200 ml 三角フラスコに 50 
mlの液体培地を調製し、121 oC、20 分間オートクレーブ滅菌処理した培地に分生子数が 1 
x 10
6
 となるように分生子懸濁液を植菌し、30 oC、120 rpm で振盪培養した。寒天平板培地
での培養は、30 oC で静置培養した。大腸菌の液体培養は 37 oC、180 rpm で振盪培養し、寒
天平板培地での培養は 37 oC で静置培養した。また、酵母の液体培養は 30 oC、180 rpm で
振盪培養し、寒天平板培地での培養は 30 oC で静置培養した。 
 
0-2-4 分生子懸濁液 
 分生子形成培地の寒天平板培地に分生子を植菌し、30 oC で十分に分生子を形成するまで
静置培養した。10 ml の滅菌済み Tween-saline (0.8% NaCl, 0.025% Tween 20) を寒天培地に
撒き、植菌耳で分生子を掻き取り懸濁した。予めオートクレーブ滅菌しておいたミラクロ






第 3 節 遺伝子実験方法 
 
0-3-1大腸菌への形質転換 
 大腸菌のコンピテントセルの作製および形質転換操作は Hanahan (15)、井上ら (16) の方
法に従った。 1.5 ml 遠心チューブに 50 l ずつ分注し、-80ºC で保管した DH5 コンピテ
ントセルを氷上にて解凍し、目的のプラスミド反応溶液を加えた。氷中で 30 分静置後、
42ºC で 30 秒間ヒートショックを行い急冷した後、LB+amp プレートに接種し、37ºC で
一晩培養した。 
 
0-3-2 アルカリ SDS 法によるプラスミド DNA 回収 
LB+amp プレートで培養した大腸菌の単一のコロニーを拾い、5 ml LB+amp 液体培地で
一晩振盪培養し、1.5 ml 遠心チューブに移し、室温、12,000 rpm、30 秒遠心後、上清を除
去し、ペレットを 100 l の GTE [50 mM glucose, 25 mM Tris-HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 
8.0)] に懸濁した。これに 200 l の NaOH-SDS 溶液 [0.2 N NaOH, 1% sodium dodecyl 
sulfate (SDS)] を加えて、チューブを反転させて穏やかに撹拌し、氷中 3-5 分間静置後、150 
l 酢酸カリウム溶液 (3 M KOAc, 14.3%(v/v) acetic acid) を加えて撹拌し、氷中にてさらに 
5 分間静置した。4ºC, 12,000 rpm で 10 分間遠心後上清を回収し、等量のイソプロパノー
ルを加えてよく混合した後、室温、12000 rpm で 10 分遠心した。得られた沈殿を 1 mg/ml の 




0-3-3 制限酵素による DNA の切断 
 DNA を制限酵素で切断する際は、各制限酵素に添付された推奨緩衝液中で行った。制限
酵素の量は、反応系の 1/10 量を超えないように設定した。 
 
0-3-4 アガロースゲル電気泳動による DNA の解析 
 DNA の電気泳動は TAE 緩衝液 (40 mM Tris-acetate, 2 mM EDTA, pH 8.0) を用い、同緩衝
液で作製した 0.8% または 2% アガロースゲルを用いて行った。DNA の検出は 0.5 g/ml 
10 
 
のエチジウムブロマイド液でゲルを染色し、UV-トランスイルミネーター  (Ultra-Violet 
Products) を用い、蛍光の検出によって行った。この際、分子量のサイズマーカーとして、1 
kb DNA ladder (New England Biolabs) または 100 bp DNA ladder (New England Biolabs), 
Lambda DNA-HindIII digest (TaKaRa) を用いた。 
 
0-3-5 ベクター DNA、インサート DNA の調製 
ベクター DNA は、調製したプラスミド DNA を制限酵素で完全に切断した後、必要に応
じて BAP (bacterial alkaline phosphatase) 処理を行った。制限酵素反応溶液に 10 x BAP buffer 
を 1/10 量と、BAP (TOYOBO, 10 unit/l) を 1 l 加えて、65 oC で一時間反応させることで
切断末端のリン酸基を除いた。フェノール・クロロホルム抽出を 2 度行い、エタノール沈
殿により得られた沈殿を TE に溶かし、これをベクター DNA とした。必要に応じてアガ
ロースゲル電気泳動に供し、ガラスビーズを用いて切断した DNA を回収した。 
 インサート DNA は、目的プラスミドや  PCR に用いて増幅した DNA 断片を適当な制
限酵素で完全に消化した後、アガロースゲル電気泳動に供し、ガラスビーズを用いて切断
した DNA を回収した。 
 
0-3-6ガラスビーズによる  DNA 断片の回収 
 制限酵素処理後の DNA をアガロースゲル電気泳動に供し、UV照射下でアガロースゲル
の目的とする DNA 断片を有する部位を 1.5 ml 容遠心チューブに切り出し、ゲル断片量の 
3 倍程度の NaI を加えて、55 oC で放置することによりアガロースゲルを完全に溶解させ
た。 TE に懸濁したガラスビーズを 2 l 程度加え混合後、氷上で 5 分間放置した。遠心
によりガラスビーズを沈殿させ、New wash buffer によりガラスビーズを 2 度洗浄し、6 l 
の TE を加えて 55 oC で 3 分間放置することでガラスビーズに吸着した DNA 断片を TE 
中に溶出させた。遠心により TE を回収し、再度 TE による溶出を繰り返し、先に溶出さ
せた TE を合わせて DNA 断片溶液として取得した。 
 
0-3-7 ライゲーション反応 
 ライゲーション反応は、調製したベクター DNA とインサート DNA のモル量比が 1:3 
～ 1:10 になるようにして、DNA ligation kit Ver.2.1 (TaKaRa) の solution I を DNA 溶液と
11 
 
等量加え混合し、16oC で 40 分以上反応させた。ライゲーション後の DNA 溶液を大腸菌
への形質転換に用いた。 
 
0-3-8 TA クローニング 





0-3-9 In-Fusion クローニング 
 ベクターは 1 または 2 種類の制限酵素で処理し、アガロースゲル電気泳動し、ガラス
ビーズにより回収した。インサートは PCR により増幅し、両端の 20 塩基配列はベクター
末端と相同性を持つように設計した。PCR 産物 5 l に Cloning Enhancer 2 l 加えて、37 oC 
15 分、80 oC 15 分処理した。 
 ベクター 50～200 ng にインサート 2 l 、5 x In-fusion HD Enzyme Premix 2 l 加えて、
滅菌水で全体量を 10 l にして、50oC 15 分反応させた。その後氷上に 10分間放置した。
得られた DNA 溶液 2 lを大腸菌への形質転換に用いた。 
 
0-3-10 PCR 反応 
 本論文における Polymerase Chain Reaction (PCR) 反応は TaKaRa TP240 および TaKaRa 
Tl600を使用した。ポリメラーゼは Ex-Taq (TaRaKa)、Pfu UltraTM Fusion HS DNA Polymerase 
(STRATAGENE)、Phusion○
R
High-fidelity DNA Polymerase (NEW ENGLAND BioLabs)、KOD FX 
NEO(TOYOBO)を適宜使用し、添付されたプロトコルに従った。ポリメラーゼによる反応は 
Ex-Taqの場合、反応は 95 ºC で 2 分間反応後、95 ºC 30 秒、X ºC 30 秒、72 ºC Y 秒を 1 サ
イクルとして 30-35 サイクル行った。アニーリング温度 X は各プライマーセットの Tm 
-2～5ºC、伸長反応時間 Y は各プライマーセットにて増幅される断片の長さに合わせて 1kb 
当たり 1 分として計算し適当に変更した。Phusion○
R
RHigh-fidelity DNA Polymerase の場合、
反応は 98 ºC で 30 秒間反応後、98 ºC 10 秒、X ºC 30 秒、72 ºC Y 秒を 1 サイクルとし
て 30-35 サイクル行った。アニーリング温度 X は各プライマーセットの Tm、伸長反応時




0-3-11 酵母の DNA 相同組換えを利用したプラスミドの構築 
 酵母宿主株の形質転換は酢酸リチウムを利用した。5 ml の YPD 培地で 30 oC 、一晩振盪
培養し、前培養とした。新しい YPD 培地 10 ml に前培養液を加えて、O.D.600= 0.4 にな
るまで 30 oC で振盪培養した。4 oC、1,000 x g で 1 分間遠心し、菌体を沈殿として回収し
た。1 ml の滅菌水に懸濁して 1.5 ml 容遠心チューブに移し、再度遠心分離により菌体を洗
浄・回収した。菌体を 0.4 ml の 0.1 M 酢酸リチウム溶液で懸濁し、50l ずつ別の 1.5 ml 容
遠心チューブに分注し、遠心により上清を除き、240 l の 60% (w/v) PEG 6000 、36 l の
1 M 酢酸リチウム溶液、25 l の Single - stranded DNA (2.0 mg/ml) ，第 1章の 1-2-22 第 2
章の 2-2-1 で調製した直鎖状に切断した pYES2プラスミド DNA と破壊用 DNA 断片を加
えて十分に撹拌した。この溶液を 30 oC に 30 分静置した後、42 oC で 20 分間保温した。
4
 o
C、1,000 x g で 1 分間遠心し、菌体を回収した。回収した菌体を 50 l の滅菌水に懸濁
し、選択培地に植菌し、30 oC で 2-3 日培養し、生育が見られたコロニーを目的とするプ
ラスミド DNA を持つ候補株とした。 
 
0-3-12 酵母からのプラスミド DNA の回収 
 15 ml 容遠心チューブに 1 ml の選択液体培地を取り、目的とするプラスミド DNA を持
つ候補株のコロニーを拾い上げ植菌し、30 oC、180 rpm で一晩振盪培養した。培養液を 1.5 
ml 容遠心チューブに移し、20,400 x g で 5 分間遠心して集菌し、上清を除いた。回収した
菌体を 200 l の DNA lysis buffer (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 2% 
TritonX-100, pH 8.0) に懸濁し、100 l 程度のガラスビースを加えた。200 l のフェノール・
クロロホルムを加え、3 分間激しく撹拌し、20,400 x g で 5 分間遠心して上層を回収した。
回収した上層に再度 200 l のフェノール・クロロホルムを加え、3 分間激しく撹拌し、
20,400 x g で 5 分間遠心して上層を回収した。回収した上層に 20 l の 3 M 酢酸ナトリウ
ム溶液と 2.5 倍量のエタノールを加え -20oC で 30 分間放置した後に、20,400 x g で 15 
分間遠心しプラスミド DNA を沈殿として回収した。回収したプラスミド DNA は乾燥後 
400 l の TE に溶解し、4 oC で保存した。酵母から抽出したプラスミド DNA 溶液 0.2 l 
を大腸菌の形質転換に用いた。 
 
0-2-13 麹菌からの Total RNA の抽出 
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 液体窒素で菌体を破砕し、1.5 ml 容遠心チューブに取り、0.1 g の菌体重量当たり 1 ml の 
ISOGEN (NIPPON GENE) を加えて十分に撹拌後、室温で 5 分間放置した。200 l のクロロ
ホルムを加えて激しく撹拌した後、室温で更に 3 分間放置した。4 oC、1,250 x g で 15 分間
遠心分離し、上清を別の 1.5 ml 容遠心チューブに回収し、等量のイソプロパノールを加え
て撹拌後、10 分間室温放置し、4oC、1,250 x g で 15 分間遠心分離して沈殿を回収し、沈
殿を 70% (w/v) エタノールに洗浄した後に、沈殿を乾燥させた。回収した Total RNA は 
DMPC 水に溶解し、-80oC で保存した。Total RNA の濃度は適宜 DMPC 水にて希釈し、
NanoDrop ( ND-1000, Thermo Fisher Scientific) にて測定した。 
 
0-2-14 cDNA (complementary DNA) の合成 
 cDNA を合成するにあたり、まず調製した Total RNA に DNase (Deoxyribonuclease) 処理
することで残存するゲノム DNA を除去した。Total RNA 50 g 相当量を用い、DNase I 
(TaKaRa) を使用し、添付のプロトコルに従い処理を行った。その後、エタノール沈殿によ
り濃縮し、20 l の DMPC 水に溶解した。5 g の Total RNA に 4 l 2.5 mM dNTP mix、500 
g Oligo dT primer を加え全量を 15 l  とし、65 oC で 15 分間加温した後急冷した。この
反応溶液に 4 l の 5 x First strand buffer、1 l の 0.1 M DTT、を加えて 42 oC で 2 分間保温
した後に、M-MLV (Invitrogen) を 1 l 加え、更に 42 oC で 1 時間逆転写反応を行った。70 
o
C で 15 分間処理して反応を停止させた後、反応溶液に 1 l の RNase H (Invitrogen) を加
えて 37 oCで 30 分間反応させ、残りの RNA を除去した。得られた cDNA は -20 oC に保
存した。 
 
0-2-15 リアルタイム定量 PCR 解析 
 PCR 反応には Fast SYBR Green Master Kit (FINNZYMES) を使用し、1 l 1st strand cDNA 
(< 10 ng/l)、10 l Master mix、0.3 mM primers を全量 20 lになように混合し、1 サンプル
あたり 3 連で調製して測定を行った。 PCR 反応は Applied Biosystems® StepOnePlus™ シス
テム使用し、解析ソフトは StepOneTM Software Version 2.3を使用した。操作はマニュアル





PCR 後のデータ解析は、ベースライン補正後の Threshold にて C(t) ライン (Threshold 
cycle) を設定して、同条件において測定した内部標準遺伝子の発現量を用いて標準化を行い、
内部標準遺伝子の発現量に対する発現比を、C(t) 法により求めた (17-18)。 
Aflatoxin 
(Mycotoxin)                                                      25 
Lovastatin   
(HMG-CoA reductase inhibitor)                                 9 
Aphidicolin  
(Inhibitor of DNA polymerase)                                       6 
Koji acid    
(Inhibitor of the formation of melanin pigment)              3  
Table 0-2. The number of genes for secondary metabolite biosynthesis.  
niaD                    :Nitrate utilization  
sC                        :Sulfate utilization 
ptrA                     : Pyrithiamine resistance 
pyrG/pyr4           : Complementation of uridine/uracil auxotrophy 
adeA                   : Complementation of adenine auxotrophy  
Table 0-1. Major seｌectable markers for Aspergillus oryzae. 
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Wild-type  loxP 
5`-ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT-3` 5`-ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTAT-3` 




lox71 lox66 lox72 
Cre recombinase 
Mutant loxP 
Fig. 0-1 Cre/loxP (A) and Cre/mutant lox (B) systems. 
Mutant lox sequences, lox71 and lox66, contain a 5-bp mutation (indicated by red letters) at either the 
left or right end in the palindromic regions of the loxP sequence, respectively. Cre-mediated 
recombination between lox71 and lox66 generates a double-mutant lox72 with nucleotide change at 







 Self-excising type Cre intracellular expression  
method 
Integration type Cre intracellular expression  
method 
Fig. 0-2 Two types of strategy for Cre intracellular expression in A. oryzae. 








Primers  Sequence 5’ to 3’ 
adeA right AGGCTGCAGCTATCATGAGGTCCAAAGTC 






lox out GGCGATTAAGTTGGGTAACG 
PxynG2 right ATATACTGCAGGGTACCTCGTACTCGATGACGGCTTC 
PxynG2 left GAGAGGTCGACGTTATGTGACTGTGCTAGAGTTCG 
cre left GCGTACTAGTCTAATCGCCATCTTCCAGC 















kojA left TATAGCTAGCTCTTCATAATGCGTGTCGCG 
kojA right TATACCCGGGATCGAATAGTCACCGAGC 
kojT left TATAGCTAGCTCGCAACGATGCAGTCCTTC 
kojT right TATACCCGGGTTCCATCCACGCTGGTATTG 
AnptrA Mu 1 CACACAAGCTTTACCGTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATC 
AnptrA Mu 2 CAAGGGAAGGCATGACCCTTTCGCTGGTATTATC 
AnptrA Mu 3 GATAATACCAGCGAAAGGGTCATGCCTTCCCTTG 
AnptrA Mu 4 CACACAAGCTTCAAATGCTCGCTAAGCGAC 
XP-Cre1 ATATAGGCGCCGTCAGACGTGACCCTGCTCG 
XP-Cre2 ATATATCTAGAGGGTTTTCCCAGTCACGACG 
Table 0-3  Primers in chapter 1 (marker recycling system). 
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Primers Sequence 5’ to 3’ 
RT-H4 Fw  CAAGCGTATCTCTGCCATGA 
RT-H4 Rv  CACCGAAACCGTAGAGGGTA 
RT-agsA  Fw  CATTGCGGCCAACTCATAC  
RT-agsA Rv  GTAAACACCGCTTCCCACA 
RT-agsB Fw  CGTCTATTCTCTGGTGGCTTG  
RT-agsB Rv  CAATAACATAGGCGGACTGGA 
RT-agsC Fw  ACGTGTGCTTCGTTCTGTTG  
RT-agsC Rv  GGCCTATTAAGCTGCTCACG 
Cre-loxP Fw  ACTCCAATGAGGAGTCTCGG 




























Table 0-4 Primers in chapter 2. 
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Primers Sequence 5’ to 3’ 
RT-kojA Fw  CCGAACTAGTCGTCCACCAT 
RT-kojA Rv  ACATCCCTGAATGCCTCATC 
RT-kojT Fw  ATGAGCTCTTCGCAGCAAGT 
RT-kojT Rv  ATTTCCGTACATCGGGATTG 
RT-kojR Fw  TCCCATGACGCCTTGATACT  
RT-kojR Rv  AAGGCCGTCATTGCCTAGTC 
RT-laeA Fw  TCGTGATACAATCCGAGATC 





Table 0-5 Primers in chapter 3. 
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Strains Genotype Reference 
NS4 (ligD::sC)   Wild-type  Yamada et al (1997) 
Mizutani (2008)  
adeA ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA   This study 
AnadeA+   ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, AnadeA+    This study 
NXG-Cre ligD::sC, niaD +, Cre+ This study 
 LPAXGC  ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, AnadeA+, PxynG2-Cre+ This study 
LPG ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, AnadeA-, PxynG2-Cre-  This study 
LPAXPC ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, AnadeA+, PxylP-Cre+  This study 
LPP ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, AnadeA-, PxylP-Cre- This study 
kojA o/e ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, PamyB-kojA, Mlox, adeA+ This study 
kojT o/e ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, PamyB-kojA, Mlox, adeA+ This study 
kojA o/e, kojT o/e ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, PamyB-kojA, PamyB-kojt, Mlox, adeA+ This study 
kojA o/e, kojT ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, PamyB-kojA, Mlox ,kojT::MloxP adeA+   This study 
agsA ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, agsA::Mlox, adeA+   This study 
agsB ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, agsB::Mlox, adeA+   This study 
agsC ligD::sC, niaD-, adeA::ptrA, agsC::Mlox, adeA+   This study 
agsA-B ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, agsA::Mlox, , agsB::Mlox, adeA+   This study 
agsA-C ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, agsA::Mlox, , agsC::Mlox, adeA+  This study 
agsB-C ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, agsB::Mlox, , agsC::Mlox, adeA+  This study 
agsA-B-C (AG-) ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, agsA::Mlox, , agsB::Mlox, agsC::Mlox, 
adeA+  
This study 
CagsB ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, agsB::Mlox, agsB+, adeA+   This study 
agsB-A o/e    ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, agsB::Mlox, PamyB-agsA, adeA+  This study 
agsB-B o/e   ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, agsB::Mlox, PamyB-agsB, adeA+   This study 
agsB-C o/e   ligD::sC, niaD-, adeA::ptrA, agsB::Mlox, PamyB-agsC, adeA+   This study 
laeA o/e ligD::sC, niaD -, agsB::Mlox, PamyB-laeA This study 
agsB-laeA o/e ligD::sC, niaD -, adeA::ptrA, agsB::Mlox, adeA+,  
PamyB-laeA  
This study 




第 1 章 自己切断型 Cre/loxP 選択マーカーリサイクリングシステムの構築とその応用 
 




開発した。我々はこれまでに、一度 Cre 反応を受けると反応効率が大幅に低下する変異型 
loxP ペア (lox66, lox71) を利用した Cre/loxP システムを用い、染色体組換え型の Cre 菌体
内発現法による選択マーカーリサイクリングシステムの構築に成功しているが (江原修論)、
望まない Cre 反応を完全に抑制するためには、選択マーカーと Cre 発現カセットを同時に
脱落させるシステムが望ましい。そこで、本章では自己切断型選択マーカーカリサイクリ
ングシステムの構築を試みた。 
前任者の江原は pyrG 遺伝子を選択マーカーとして使った。しかし、5-fluoroorotic acid 
(5-FOA) の添加培地でも、pyrG+ (pyr4+) 株の生育が完全に抑制されないことや 5-FOA が高
価であることが問題点である。出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae の ADE1および ADE2 遺
伝子はアデニン生合成系の酵素  phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamide synthase 
(EC6.3.2.6)、phosphoribosylaminoimidazole carboxylase (EC4.1.1.21) をそれぞれコードし、こ
れらが変異するとアデニン要求性になるとともにコロニーが赤色を呈すると報告されてい






ラナーゼ遺伝子 xynG2 のプロモーターを使用することとし (21)、Cre 発現時に選択マーカ






第 2 節 実験材料及び実験方法 
 
1-2-1 プロトプラスト-PEG 法による麹菌の形質転換 
 麹菌における形質転換は五味らの方法 (20) を用いて行った。YPD 培地や CD 培地 50 
ml に麹菌の分生子 1×107 個を接種し、30ºC 、120 rpm にて 24～32 時間程度振盪培養し
た。培養した菌体を滅菌したガラスフィルター (3G1) で濾過して集め、滅菌水で洗浄し、
滅菌したスパーテルなどでプレスしてできるだけ脱水した。これを  0.45 m フィルタ 
(Millipore) で濾過滅菌した 10 ml のプロトプラスト化溶液 [5 mg/ml Yatalase (TaKaRa)、1 
mg/ml Cellulase Onozuka R-10 (Yakult)、0.8 M NaCl、10 mM phosphate buffer (pH 6.0)] に懸濁
し、30ºC、120 rpm にて 2〜3 時間程度振盪しながら麹菌の細胞壁を消化した。滅菌した 
Miracloth にて濾過し、2,000 rpm で 5 分間遠心しプロトプラストを回収し、20 ml の滅菌
した 0.8 M NaCl で洗浄後プロトプラストが 2×108 cells/ml となるように Solution I [Sol.I : 
0.6 M KCl, 10 mM CaCl2, 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)] に懸濁し、Sol.I の 0.2 倍量の Solution II 
[Sol.II : 40% polyethylene glycol (PEG) 6000, 50 mM CaCl2, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)] を加えて
混合した。これを 1 プレートに付き 0.2 ml ずつ分注し、プロトプラストと適当な制限酵
素で直鎖状にした 10 l (1 mg/ml) のプラスミド及び PCR 産物を十分混和して氷中で 30 
分間静置後、1 ml の Sol.II を加えて混和し、室温にて 20 分静置した。続いて 10 ml の 
Sol.I に懸濁し、2,000 rpm で 5 分間遠心してプロトプラストを回収した後、0.2 ml の Sol.I 
に懸濁した。このプロトプラストに、40ºC 程度まで冷やした軟寒天培地を 5 ml 程度加え
て均一になるよう撹拌し、同じ組成のプレートの上に重層した。培地は選択圧をかけ、形
質転換体のみが生育できるように、適宜調製したものを用い、30ºC で 5〜10 日程度培養し
た。 
 
1-2-2 簡易的麹菌のゲノム DNA 抽出 
 形質転換体の確認をするため、簡易的にゲノム DNA を抽出して PCR のテンプレート
に使用した。菌糸表面を滅菌済み爪楊枝でなぞり、200 l YPD 液体培地に植菌し、30ºC で 
2〜3 日静置培養した。菌体を残して培地を吸出し、これに菌体と等量のガラスビースを入
れ、-80ºC で 3 時間以上放置し菌体を凍結させた。凍結した菌体の入ったチューブを室温
で 5 分間ボルテックスミキサーで撹拌し、5 分間 -80ºC に放置した。これを 2 回繰り返し、
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菌体を破砕した。次に、TE 緩衝液と溶菌溶液をそれぞれ 200l 加え、菌体と混合して、
室温で 15 分放置した後、フェノール/クロロホルムを等量加え穏やかに撹拌、1,200 rpm で 
5 分間遠心後、中間層を取らないように注意しながら上清を回収した。回収した上清にエ
タノールを加えて、得られた沈殿を TE 緩衝液に溶解させ、ゲノム DNA 溶液とした。 
1-2-3 単核分生子濃縮法による形質転換体の純化 








 形質転換後に旺盛な生育が見られる候補株を CD プレートなどの選択培地に数回植継ぎ
を行った。植継ぎを行う際は、少量の分生子を滅菌水に懸濁した後、それを孔径 5 m 、




1-2-4 adeA 遺伝子破壊株の作製 
(1) adeA 遺伝子破壊用プラスミドベクターの構築 
adeA を遺伝子置換法により破壊するために、adeA 破壊用プラスミドベクターを構築し
た。破壊用のマーカーとしてピリチアミン耐性マーカー (AoptrA) を用いた (22-23)。プラ
スミドベクターは TA クロニーングとライゲーションにより作製した。PCR により adeA 





に導入した (TOPO-2.1-adeA)。作製したプラスミドから adeA ORF 1kb 断片
を制限酵素 Nru Iと Mun Iにより切り出し、代わりに SmaIと MfeIにより pPTRI プラスミ
ド (TaKaRa) から切り出した AoptrA 断片をライゲーションにより導入することで adeA 破
壊用プラスミドベクター TOPO-2.1-ptrA を構築した (Fig. 1-1)。PCR には Table 0-3 の 
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adeA right と adeA left プライマー を使用した。 
(2) 麹菌の形質転換 
1-2-1 と同様の操作により、A. oryzae NS4 (ligD::sC) 株を宿主株として構築した adeA 
破壊用のプラスミドを導入した。導入する際は adeA 破壊用のプラスミドを PstI で処理し、
adeA 破壊用断片を切り出したものをプロトプラストに導入した。NS4 (ligD::sC) 株はプロ
トプラスト化の前培養を最少培地 (Czapek-Dox; CD) で行い、形質転換体の選択培地にはピ
リチアミンを含む最少培地を用いた。 
(3) 形質転換の確認 
得られた形質転換体を YPD プレートに培養し、赤色を呈した株を選択して adeA 破壊候
補株とした。adeA 破壊候補株を単核化と植え継ぎを繰り返すことで形質転換株の純化を行
い PCR により adeA 破壊を確認した。adeA 破壊確認のためプライマーとしては adeA 破壊
用の断片を作製した際のプライマーを用いた。破壊された株では ptrA を含む 4.6 kb の断
片が増幅され、宿主株では 3 kb の断片が増幅されると予想された。 
選抜された adeA 破壊候補株はサザンブロット解析により染色体上に導入された破壊用
断片の置換部位を調べた。サザン解析は、XhoI で完全消化したゲノム DNA に対し、adeA 
破壊用プラスミドベクターを MfeI で処理して回収したadeA ORF 下流 1 kb 領域をプロー
ブとした。このコンストラクトでは、野生株で 4.9 kb の位置に 1 バンド、adeA 破壊株で 5.8 
kb の位置に 1 バンドが検出されると予想された。 
(4) adeA 破壊株の表現型の観察 
 アデニンを添加した最少寒天培地とYPD 寒天培地に親株である NS4 (ligD::sC) および 
adeA 破壊株の分生子を 1×104 個植菌し、30oC にて 3 日間静置培養し、菌糸成長、分生
子形成とコロニー色について観察した。 
 
1-2-5 A. nidulans adeA の麹菌における機能相補試験 
(1) A. nidulans adeA を用いたマーカーリサイクリング用プラスミドの作製 
 マーカーリサイクリングプラスミドが adeA 領域で組換えを起こることを防ぐために、
遺伝子高発現用プラスミドベクターの作製は、選択マーカーとして Aspergillus nidulans 由来




異型 loxP と制限酵素サイトを付加した。変異型 loxP としては、loxP 配列の片側アームの
みに 5 塩基変異を加えた lox66、lox71 ペアを使用した。使用したプライマーは Table 0-3
の AnadeA-lox71 と AnadeA-lox66である。 
PCR により増幅された断片は、Hind III で切断した後、アガロースゲル電気泳動し、GENE 
CLEAN III KIT (Q・BIOgene) を用いて精製濃縮した。一方、ベクターは高発現用プロモー
ターとしてマルチクローニングサイトの上流に amyB プロモーターを有し、選択マーカー
として A. oryzae 由来 niaD を有する pAPLTN プラスミドを使用した。pAPLTN は HindIII
で niaD 領域を切断した後、脱リン酸化して、Ligation Kit (TaKaRa) を用いたライゲーショ
ン反応によって上記の DNA 断片と連結させ、変異型 loxP を有するマーカーリサイクリン
グ用プラスミド pAANAL を作製した。AnadeA の向きが違う 2 種類のプラスミドが得られ
た(Fig.1-3)。 
(2) 麹菌の形質転換 
pAANAL を制限酵素で処理せずに、adeA 破壊株に導入した。adeA 破壊株はプロトプラ




てゲノム PCR を行い、AnadeA の導入を検証した。。使用したプライマーは Table 0-3 の
amyB in と lox outである。 
(3) AnadeA の導入が確認された株の表現型の観察 
1-2-4 (4) と同様の方法で行った。 
 
1-2-6 条件的発現プロモーターによる麹菌内での cre 発現検討 
(1) Cre 発現カセットの作製 
条件的発現用プロモーターとして、グルコースを単一炭素源とした条件で大幅に発現抑
制され、キシロースを単一炭素源条件で誘導されるキシラナーゼ遺伝子 xynG2 のプロモー
ターを使用した。xynG2 のプロモーター領域は、A. oryzae のゲノム DNA をテンプレート
として PCR 増幅した。その際、PxynG2 増幅用のプライマーの末端には制限酵素サイトを
付加した。使用したプライマーは Table 0-3 の PxynG2 right と PxynG2 left である。 
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  PCR により増幅された断片は、PstI と SalI で切断した後アガロースゲル電気泳動し、
GENE CLEAN III KIT (Q・BIOgene) を用いて精製濃縮した。選択マーカーとして A. oryzae 
由来 niaD を、Cre 条件的発現用プロモーターとしてチアミン存在下で発現が大幅に抑制さ
れる thiA プロモーターを有した pNT-CreプラスミドをPstI と SalI で切断した後、 Ligation 
Kit (TaKaRa) を用いて上記の DNA 断片を導入し、PxynG2 を利用した Cre 発現プラスミド
pNX-Cre を作製した (Fig 1-5)。 
(2) Cre 発現プラスミドの niaD 300 株への導入 
 プラスミドを制限酵素 HpaI で処理し、直鎖状となったものを niaD 300 株の形質転換を
行った。niaD 300 株はプロトプラスト化の前培養を YPD 培地で行い、形質転換体の選択
培地には単一窒素源として NaNO3 を含む CD 培地を用いた。プラスミドが niaD 領域内
に唯一の HpaI 認識部位を有していることから、麹菌の染色体上の機能欠失した niaD 部位
に相同組換えが生じると考えた。形質転換体を NaNO3 を含む CD 培地で数回植え継ぎし
た。得られた形質転換体についてゲノム PCR を行い、cre の導入を確認した。使用したプ
ライマーは Table 0-3 の PxynG2 right と cre left である。 
(3) RT-PCR による cre 発現の確認 
Cre 発現プラスミドを導入した株 NXG-Cre をグルコースおよびキシロースを単一炭素
源とする培地で培養し、total RNA を抽出して cDNA 合成を行った。合成した cDNA を鋳
型とし、RT-PCR によって cre 遺伝子の発現を調べた。使用したプライマーは Table 0-3 の 




大腸菌内の Cre 発現を抑制するため Cre に人為的イントロン導入したものを用いた。A. 
oryzae のキシラナーゼ遺伝子 xynG2 の 78 bp イントロンを使用し、Cre 遺伝子配列の
627-630 の位置に (AGGA) 配列があったことから、628 と 629 塩基間にイントロンを導入
することにした。そこで、xynG2 intron を A.oryzae ゲノムをテンプレートとして用い PxynG2 
を含む Cre 前半 (1-628) 断片はターミネーターを含む Cre 後半分 (629-1029) 断片を Cre 
発現用プラスミド pNX-Cre を用い、PCR により増幅した。三つの断片を Fusion PCR によ
り連結して Cre 発現カセットの断片を作製した (Fig. 1-8)。ベクターとしてマーカーリサイ
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クリング用プラスミド pAANA(2) の変異型 lox71 とAnadeA マーカーの間を制限酵素 KpnI 
で切断し、イントロン導入した Cre 発現カセットを In-Fusion を用いて連結させ、自己切断
マーカーリサイクリング用プラスミド pAAAXG-Cre を作製した (Fig. 1-8)。使用したプラ
イマーは  Table 0-3 の creN+inN 、 inC+creC 、 PxynG2 (pAAAXG-cre) と TagdA 
(pAAAXG-cre) である。 
(2) 異種のプロモーターを用いたリサイクリング用プラスミドの作製 
マーカーリサイクリングシステムの Cre 発現用のカセットには異種  (Penicillium 
chrysogenum)  エンドキシラナーゼ遺伝子 (xylP) のプロモーター (24) とターミネーター
を使用したプラスミドを作製した。 
PxylPと TxylPを用いた Cre 発現カセット断片は酵母の高い相同組換え能力を利用して構
築した。pAAAXG-Cre を制限酵素 HindIII と SpeI で処理し、イントロンを導入した Cre 
ORF を切り出し回収した。PxylPと TxylP は、Penicillium chrysogenum ゲノム DNA をテン
プレートとして PCR で増幅した。また、pYES2 を EcoRI 及び BamHI で処理し、直鎖状
にした pYES2 断片が得られた。調製した 3 つの断片とベクターを酵母に導入し、自己切断
型選択マーカーを作製した。使用したプライマーは Table 0-3の cre right、cre left、xylP-P-1、
xylP-P-2、 xylP-T-1 と xylP-T-2 である。 
ベクターとしてマーカーリサイクリング用プラスミド  pAANA(1) の変異型 lox66 と 






自己切断マーカーリサイクリング用プラスミド pAAAXG-Cre と pAAAXP を制限酵素で
処理せずに、adeA 破壊株の形質転換を行った。adeA 破壊株はプロトプラスト化の前培養
を YPD培地で行い、形質転換体の選択培地にはアデニンを含まない CD 培地を用いた。プ
ラスミドは麹菌由来の amyB プロモーターを有していることから、麹菌の染色体上の amyA、
amyB、amyC いずれかのプロモーター内で相同組換えが生じると考えた。形質転換体はア
デニンを含まない CD 培地で数回植え継ぎした。 
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を確認した。使用したプライマーは 1-2-8 と同じプライマーを用いた。 
(3) マーカーの脱落が確認された株の表現型の観察 
1-2-4 (4) と同様の方法で行った。 
 
1-2-9 自己切断型マーカーリサイクリングシステムを用いた多重遺伝子の導入試験 
(1) kojA、kojT 高発現プラスミドの作製 
kojA 及び kojT 高発現用プラスミド pAAAXG-CreKA と pAAAXG-CreKT は、自己切断
型マーカーリサイクリングプラスミド pAAAXG-Cre のマルチクローニングサイトに、麹菌
のゲノム DNA をテンプレートとして PCR 反応で増幅した kojA、kojT 断片を連結するこ
とで作製した。PCR に使用したプライマーは Table 0-3 の kojA right、kojA left、kojA right と
kojA leftである。 
 PCR により増幅された断片と pAAAXG-Cre は、NheI と SmaI 切断した後、アガロース
電気泳動し、精製・濃縮し、Ligation Kit (TaKaRa)を用いて DNA 断片を結合させた。 
(1) kojA および kojT 単独高発現株の作製 
形質転換は前章と同様の操作で行った。ただし、kojA 及び kojT の単独遺伝子導入の場
合は、adeA- 株の分生子を YPD 液体培地に接種して得られた菌体から調製したプロトプラ
ストにプラスミド DNA を導入後、アデニンを含まない CD 培地に重層した。kojA 及び 
kojT が麹菌由来のものであることで、kojA 遺伝子の領域で制限酵素 SacII 処理により直鎖
状となったプラスミド pAAAXG-CreKA が麹菌の染色体上の kojA 内に相同組換えが生じ
ることを期待して行った。一方、pAAAXG-CreKT プラスミドは制限酵素処理せずに使用し
た。pAAAGX-CreKT では kojT 遺伝子が1.3 bp であり、PamyB とPxynG2 より長いことで、






(2) kojA 、kojT 二重遺伝子高発現株の作製 
 kojA、kojT の両遺伝子の高発現麹菌形質転換体の作製は、自己切断マーカーカセットが
除去された kojA 単独遺伝子導入株の分生子を YPD 液体培地に接種して得られた菌体を使
用して行った。プラスミドは、kojT 導入プラスミド(pAAAXG-CreKT) を制限酵素処理せず
に使用した。kojA 単独遺伝子導入株の染色体にマーカーリサイクリングプラスミド由来の
3 kb断片が残るため、この位置に kojT 高発現プラスミドが導入されることを期待して行っ
た。得られた形質転換候補株はキシロースを単一炭素源とする培地で数日培養した後、ゲ
ノム PCR を行って kojA と kojT 両遺伝子の導入と自己切断選択マーカーカセットの脱落
を確認した。 
(3) 液体培養によるコウジ酸生産量の検定 
 分生子 106 個をコウジ酸検定用液体培地 (2% マルトースを炭素源とした CD 培地に 1 
mM FeCl3 を加えた) に接種し、30 
o
C で培養し、培地の色を観察した。また、培養上清を
回収し、Miracloth で濾過して菌糸を取り除き、20,400 xg で 10 分間遠心した。その遠心後
の上清を、吸光光度計で波長 495 nm の吸光度を測定した。 
 
1-2-10 自己切断型マーカーリサイクリングシステムを用いた kojT 遺伝子破壊株の作製 
(1) kojT 遺伝子破壊用プラスミドの作製 
 kojT を遺伝子置換法により破壊するため、kojT 破壊用プラスミドベクターの構築を行っ
た。プラスミドベクターは PCR と酵母の高い相同組換え能力を利用して作製した。kojT 遺
伝子破壊用プラスミドベクター構築に用いた DNA 断片は以下のように調製した。プラスミ
ドは酵母・大腸菌シャトルベクターである pYES2 を用い、マルチクローニングサイト内の
BamHI と EcoRI で切断した。Cre 発現カセットと選択マーカー AnadeA を変異型 loxP で
挟んだ自己切断型選択マーカー断片は、 pAAAXG-Cre を鋳型として PCR により増幅して
得た。kojT 遺伝子破壊用断片は野生株のゲノム DNA を鋳型として PCR により、5` DNA 断
片と 3` 断片を増幅して得た。5` DNA 断片は、5` 末端に pYES2 ベクターとの相同配列を、
3` 末端には自己切断型選択マーカーカセットの断片と相同配列をもつようにプライマーを
設計し、kojT遺伝子の翻訳開始点から上流約 1 kb の領域を増幅し取得した。同時に、3` DNA 
断片には、5` 末端に自己切断型選択マーカーカセットの断片との相同配列を、3` 末端には 
pYES2 ベクターとの相同配列をもつようにプライマーを設計し、kojT 遺伝子の下流約 1 kb 
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の ORF 領域を増幅した。 
(1) kojT 遺伝子破壊株の作製 
 kojT 破壊用プラスミドを鋳型にして PCR により破壊用の断片を増幅し、宿主株として




(3) kojT 破壊株におけるコウジ酸生産量の検定 
1-2-9 (4) と同様の操作によりコウジ酸生産量を検定した。 
 
1-2-11 adeA 欠損株への野生型 adeA 遺伝子導入 
adeA 欠損がコウジ酸の生産に影響する可能性があることから、選択マーカーの脱落した
株に adeA 遺伝子を導入することとした。導入用プラスミドは、1-2-7 に作製したプラスミ
ド TOPO-2.1-adeA を用い、相同組換え法により adeA 遺伝子を導入した。得られた形質転
換体についてはゲノム PCR を行い、adeA 遺伝子の導入を確認した(data not shown)。 
 
1-2-12 AnptrA を用いた自己切断型マーカーリサイクリングシステムの構築 
(1) A. nidulans ptrA を用いたマーカーリサイクリングプラスミドの作製 
 A. nidulans thiA の 5` 上流の非翻訳領域 (5`-UTR) に二つのイントロンが存在し、イント
ロン (-78: A/T⇒G/C) に変異導入することでチアミンによる発現抑制が失われた ptrA を
Fusion PCR により作製した。その際、AnptrA 増幅用の上流プライマーの末端には、変異型
lox71 と制限酵素サイトを付加した。Fusion PCR により得られたれた断片は、HindIII で切
断した後、アガロースゲル電気泳動し、GENE CLEAN III KIT を用いて精製濃縮した。一方、
マーカーリサイクリング用プラスミド pAANA(1) は HindIII で AnadeA 領域を切断した後、
脱リン酸化して、Ligation Kit (TaKaRa) を用い上記の DNA 断片と連結させ、AnptrA の上流
に変異型 loxP を有するプラスミド pAANPLを作製した。使用したプライマーは Tabel 0-3 
の AnptrA Mu1、AnptrA Mu2、AnptrA Mu3と AnptrA Mu4である。 
pAAAXP-Cre を鋳型として lox66 を含む Cre 発現カセットを PCR で増やし、プライマー
には NarI 制限酵素サイトを付加した。ベクターとしてプラスミド pAANPL(1) を制限酵素
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NarI で切断し、制限酵素で処理した Cre 発現カセットを連結させ、自己切断型マーカーリ
サイクリング用プラスミド pANPXP-Cre を作製した(Fig 1-19)。使用したプライマーは 
Table 0-3 の XP-Cre1 と XP-Cre2 である。 
(2) 菌体内の Cre による自己切断反応の確認 




得られた各株の分生子を 1×104 個植菌し、30oC にて 3日間静置培養し、表現型を観察した。 
 
第 3 節 実験結果 
 
1-3-1 adeA 破壊株の取得 
  adeA 破壊用プラスミドを PstIで処理し、adeA 破壊用断片を切り出し、NS4 (ligD::sC) 株
の形質転換を行った。得られた形質転換体を YPD プレートに培養して赤色を呈した株を
選択し、コロニー PCR により adeA 破壊の確認を行った。その結果、多くの形質転換候補
株では ptrA を含む 4.6 kb の増幅断片のみが認められた。また、サザンブロット解析を行
ったところ、予想された断片のみが見られ、adeA が破壊されたことが確認された(Fig.1-2 )。 
 コロニー PCR 及びサザンブロット解析により選抜された adeA 破壊株について菌糸成
長、分生子形成とコロニーの色を観察した結果、CD 培地に生育できず、YPD 培地でコロ
ニーが赤色を呈した(Fig.1-2 C)。このことから、コロニーの色のみで adeA 脱落株が選択可
能であると考えられた。 
 
1-3-2 A. nidulans adeA の麹菌における機能相補性 
  AnadeA を有するプラスミドを制限酵素で処理しないで adeA 株の形質転換を行い、形
質転換体を数十体取得した。得られた形質転換体についてゲノム PCR を行った結果、
AnadeA を含む 3 kb の断片が見られ、adeA 破壊株に AnadeA が導入されたことが確認さ
れた (Fig. 1-4 A, B)。得られた株を AnadeA+と命名した。AnadeA+ 株の表現型を調べた結果、
アデニンを含まないCD 培地で生育でき、YPD 培地でコロニーが赤色を呈しなかった (Fig. 
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1-4 C)。このことから、A.nidulans の adeA が麹菌で機能し、アデニン要求性変異を相補す
ることができると考えられた。 
1-3-3 麹菌内での条件的 Cre 発現解析 
Cre 発現プラスミドを制限酵素 HpaI で処理し、niaD 300 株の形質転換を行った。得ら
れた形質転換体についてゲノム  PCR を行った結果、PxynG2 と cre を含む 2 kb の断片
が見られ、Cre 発現カセットが導入されたことが確認された(Fig. 1-6 A, B)。得られた株を 
NXG-Cre と命名した。 
NXG-Cre 株をグルコースおよびキシロースを単一炭素源とする培地で培養し、RT-PCR 
によって Cre 遺伝子の発現を調べた結果、キシロースを炭素源とした場合に Cre 遺伝子の
発現が見られたのに対し、グルコースを炭素源とした場合にはほとんど発現が見られなか
った (Fig. 1-6 C)。このことから、xynG2 プロモーターによって Cre の条件的発現が可能で
あることが示された。 
 
1-3-4 麹菌内での条件的 Cre 発現によるマーカー自己切断反応 
(1) A. oryzae xynG2 のプロモーターを用いた Cre 発現によるマーカー自己切断反応 
マーカーリサイクリング用プラスミドpAANA(2) の lox71とAnadeA マーカーの間に存在
する制限酵素 KpnI で切断し、脱リン酸化して、ライゲーション反応によって Cre 発現カ
セット導入したところ、大腸菌内で cre 遺伝子が発現し、マーカーと Cre 発現カセットが
切り出されたプラスミドのみが得られた(Fig. 1-7)。そして、自己切断型 Cre 発現カセット
を導入したプラスミドの大腸菌内での発現を抑制するために Cre に人為的にイントロンを
導入することとし、目的のプラスミドの構築に成功した(Fig. 1-8)。 
自己切断マーカーリサイクリングプラスミド pAAAXG-Cre の Cre 発現カセットには麹
菌由来のキシラナーゼ遺伝子 (xynG2) のプロモーターを使用したため、pAAAXG-Cre を導
入した形質転換候補株はグルコースを単一炭素源とする培地に培養することで Cre 発現が
抑制され、ゲノム PCR により自己切断マーカーカセットを含む 6,341 bp の断片が増幅さ
れると予想された。一方、形質転換候補株はキシロースを単一炭素源とする培地に培養す
ることで Cre 発現が誘導され、菌体内で Cre 反応が起こり、ゲノム PCR により、自己切





トを含む 6,341 bp の断片が主として認められたが、自己切断マーカーカセットの脱落によ
って生じる 587 bp の断片もわずかながら増幅された。一方、キシロースで培養した株にお
いては、自己切断マーカーカセットの脱落によって生じる 587 bp の断片のみが増幅された 
(Fig.1-9)。このことから自己切断マーカーサイクリングプラスミド pAAAXG-Cre が宿主株
の染色体に導入されて、キシロースを単一炭素源とした条件で xynG2 プロモーターにより
菌体内で Cre の発現が誘導され、Cre 反応により adeA マーカーが Cre 発現カセットと一
緒に脱落していることが確認された。得られた pAAAXG-Cre 導入株と選択マーカーと Cre 




PxynG2 の領域に挿入する場合、Cre 発現カセットとマーカーが lox 配列の外側に位置し、
マーカーと Cre 発現カセットが脱落しない可能性がある。実際に、プラスミド DNA が染
色体の PxynG2 プロモーター位置に挿入されて、選択マーカーと Cre 発現カセットが脱落さ
れない株も認められた (Fig 1-10)。 
(2) P. chrysogenum xylP のプロモーターを用いた Cre 発現によるマーカー自己切断反応 
xynG2 プロモーター領域へのマーカーリサイクリングプラスミドの挿入を防ぐため、P. 
chrysogenum の エンドキシラナーゼ遺伝子 (xylP) のプロモーターを Cre 発現用プロモー
ターとしたプラスミドを作製した。作製した自己切断マーカーリサイクリングプラスミド
pAAAXP-Cre を導入した形質転換候補株はグルコースを単一炭素源とする培地に培養する
ことで Cre 発現が抑制され、ゲノム PCR により、自己切断マーカーカセットを含む 6,460 
bp の断片が増幅されるものと予想された。一方、形質転換候補株はキシロースを単一炭素
源とする培地に培養することで Cre 発現が誘導され、菌体内で Cre 反応が起こり、ゲノム







ーカセットの脱落によって生じる 587 bp  の断片のみが増幅した (Fig.1-12 A, B)。このこと
から自己切断マーカーリサイクリングプラスミド pAAAXP-Cre が宿主株の染色体に導入
されて、キシロースを単一炭素源とした条件で PxylP により菌体内で Cre の発現が誘導さ
れ、Cre 反応により adeA マーカーが Cre 発現カセットと一緒に脱落していることが確認さ
れた。得られた pAAAXP-Cre 導入株と選択マーカーと Cre 発現カセットが脱落した株をそ
れぞれ LPAPC 株と LPXP と命名した。また、PCR でマーカーの脱落が認められた株の表
現型を調べた結果、adeA 破壊株と同様に YPD 培地上で赤色を呈し、アデニン要求性を示
した (Fig. 1-12 C)。以上のことから、本システムによりアデニンマーカーのリサイクリング
が可能であることが示された。 
 











(1) kojA 単独高発現株、kojT 単独高発現株と二重高発現株の取得 
 kojA 高発現用プラスミドを kojA OFR 内に制限酵素で切断し、プロトプラスト-PEG 法
による adeA 破壊株の形質転換操作を行ったところ、形質転換体候補株が得られた。得ら
れた形質転換体候補株をキシロースおよびグルコースを単一炭素源とした培地で培養して、
kojA と自己切断カセットを含む断片をゲノム PCR により増幅したところ、グルコース培
養では 選択マーカーと Cre 発現カセットを含む 7,483 bp の断片が見られ、プラスミドが
染色体上に導入されたことが確認された。一方、キシロース培養では、選択マーカーと Cre 
発現カセットが脱落した 1,600 bp の断片のみが認められ、選択マーカーと Cre 発現カセッ
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トが脱落したことが確認された (Fig 1-14 B)。また、kojT 高発現用プラスミドを制限酵素で
処理せず、プロトプラスト-PEG 法による adeA 破壊株の形質転換操作を行ったところ、形
質転換体候補株が得られた。得られた形質転換体候補株をキシロースおよびグルコースを
単一炭素源とした培地で培養して、kojT と自己切断カセットを含む断片をゲノム PCR に
より増幅しところ、グルコース培養では 選択マーカーと Cre 発現カセットを含む 8,042 bp 
の断片が得られ、プラスミドが染色体上に導入されたことが確認された。キシロース培養
では、選択マーカーと Cre 発現カセットが脱落した 2,287 bp の断片のみが得られ、選択マ
ーカーと Cre 発現カセットが脱落したことが確認された(Fig. 1-14 C)。 
 kojT 高発現用プラスミドを制限酵素で処理せず、プロトプラスト-PEG 法によって kojA 
高発現株に導入したところ、形質転換体候補株が得られた。得られた形質転換体候補株は
キシロースを単一炭素源とした培地に培養して、ゲノム PCR を行ったところ、Cre 誘導に
より選択マーカーと Cre 発現カセットが脱落した kojA の 1,600 bp の断片と kojT の 
2,287 bp の断片が認めらた(Fig 1-15)。以上の結果から、kojA・kojT の単独高発現株と二重
高発現株の取得ができたことが示された。 
(2) 各高発現株の液体培養によるコウジ酸生産性 
2% マルトースと 1 mM FeCl3 を含むコウジ酸検定用液体培地に各高発現株と宿主株を 
10
6
 個接種し、振盪培養したところ、培養二日後には kojA・kojT 二重高発現株と kojA 単
独高発現株ともに、培地が赤色を呈したが、kojA・kojT 二重高発現株は kojA 単独高発現株
に比べ、より強い発色が見られた。赤色の呈色のピークである 495 nm の波長で吸光度を
測定した結果でも、kojA・kojT 二重高発現株は kojA 単独高発現株より強い発色を示してい
ることが確認され、トランスポーター遺伝子 kojT を導入することで、コウジ酸の生産量が
大幅に向上することが示された (Fig 1-16)。 
 
1-3-6 kojA 高発現・kojT 破壊株の作製とそのコウジ酸生産性 
(1) kojA 高発現・kojT 破壊株の取得 
  kojA 単独高発現株を宿主株とし、kojT 破壊用断片を用い形質転換を行った。得られた
形質転換体を単核化と植え継ぎを繰り返すことで形質転換株の純化を行い、キシロースを
単一炭素源とする培地で数日培養した後、ゲノム PCR を行った。kojA 高発現・kojT 破壊
株候補株では、kojT 遺伝子が破壊されて、選択マーカーと Cre 発現カセットが脱落した短
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い断片と、kojA 遺伝子が導入された断片が増幅された。この結果から、kojA 高発現・kojT 破
壊株の取得が確認された。 
(2) kojA 高発現・kojT 破壊株のコウジ酸生産 
 kojT 単独高発現株、kojA 単独高発現株と kojA 高発現・kojT 破壊株を 2% マルトースと
1 mM FeCl3 を含むコウジ酸検定用液体培地で培養した結果、kojA 高発現・kojT 破壊株の





1-3-7  AnptrA をマーカーとして利用したリサイクリングシステムの構築 
AnptrA をマーカーとして利用した自己切断型マーカーリサイクリングプラスミド
pANX-pCre を導入した形質転換候補株はグルコースを単一炭素源とする培地に培養するこ
とで Cre 発現が抑制され、ゲノム PCR により、自己切断マーカーカセットを含む 6,672 bp 
の断片が増幅されるものと予想された。一方、形質転換候補株はキシロースを単一炭素源
とする培地に培養することで Cre 発現が誘導され、菌体内で Cre 反応が起こり、ゲノム





ーカセットの脱落によって生じる 587 bp の断片のみが増幅した (Fig.1-20 A, B)。PCR でマ
ーカーの脱落が認められた株の表現型を調べた結果、野生株と同様にピリチアミンを含む








第 4 節 考察 
 
 本章では adeA 遺伝子を選択マーカーとして用いた自己切断型マーカーリサイクリング
システムの構築に成功した。前任者の江原はリサイクリング用の選択マーカーとして、ウ
ラシル要求性マーカー (pyrG) を用いていた。これらの遺伝子を持つ株では、5-FOA を毒
性のある uracil アナログへと代謝するため、致死性を示すことが知られている。しかし、









用プラスミドベクターの作製は、選択マーカーとして A. nidulans 由来の adeA (AnadeA) を





者を変異型 loxP で挟んだプラスミドの構築を試みたところ、マーカーと Cre 発現カセッ
トが脱落されたプラスミドのみが得られた。このことから、麹菌由来のプロモーター 
PxynG2 が大腸菌内でも機能し、Cre 発現を誘導したと考えられる。同様に、酵母株 Candida 
albicansおよび Hansenula polymorphaのプロモーターが大腸菌内で cre遺伝子の発現を誘導
し、マーカーリサイクルカセットの構築が失敗したことが報告されている (28)。そこで大





選択マーカーと Cre 発現カセットが loxP の外側に位置し、脱落できない形質転換体も得
られた。そのため、条件的 Cre 発現プロモーターとして異種プロモーターが望ましいと考
えた。Penicillium chrysogenum のエンドキシラナーゼ遺伝子 xylP のプロモーターは P. 
chrysogenum や A. nidulans 内で、グルコースを単一炭素源とした条件で大幅に発現抑制さ
れ、キシロースを単一炭素源条件で誘導されることが知られている(24)。このプロモーター
を Cre 条件的発現プロモーターとして採用した結果、麹菌由来 PxynG2 を用いたマーカー
リサイクリングプラスミドを導入した株をグルコースで培養した際には、自己切断マーカ




断片のみが見られた。以上の結果から、麹菌において P. chrysogenum のエンドキシラナー
ゼ遺伝子 xylP のプロモーターを用いることで厳密に発現抑制できると考えられた。 
adeA が栄養要求性マーカーであり、欠損により CD プレート培養での分生子形成が著し




A. nidulans thiA に点変異導入したピリチアミン耐性マーカー (AnptrA) を用いた自己切断
型マーカーリサイクリングシステムの構築に成功した (Fig.1-20)。 
 マーカーリサイクリングプラスミドとして Cre 発現カセットに麹菌由来の PxynG2 を用
いた pAAAXG-Creプラスミドを用いて kojA, kojT 遺伝子の導入を行ったところ、kojA、kojT 
が麹菌由来のものであるため、形質転換体はほとんど kojA、kojT 遺伝子の位置に導入され
た (data not shown)。このことから、麹菌由来の遺伝子を導入する場合は、条件的 Cre 発現











































Fig. 1-2 Generation of the adeA deficient mutant. 
(A) Schematic diagram of the deletion of the adeA gene.(B) Southern blot analysis of the wild-tyoe (WT) 














Fig. 1-3 Construction of A. nidulans adeA (AnadeA) maker recycling plasmid with mutated loxP 
























Fig. 1-4  A. nidulans adeA gene used as a marker of A. oryzae. 
(A) Schematic diagram of A. nidulans adeA (AnadeA) marker recycling plasmid  integrated into A. 
oryzae adeA deficient mutant chromosome. (B) AnadeA marker was amplified by genome PCR. (C) 































Fig. 1-5 Structure of the Cre expression plasmid. 
Construction of the plasmid for conditional expression of the Cre recombinase gene (cre) of 
bacteriophage P1 using A. oryzae xynG2 promoter, which is significantly repressed by glucose and 
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2. 1% glucose cDNA 
3. 1% xylose   cDNA 
4. 1% glucose cDNA 







Fig. 1-6 Conditional expression of cre using glucose-repressed xynG2 promoter.   
(A) Generation of Cre expression strains. (B) A Cre expression cassette was amplified by genome PCR.  
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Fig. 1-7  cre gene was expressed in E. coli by the A. oryzae xynG2 promote .  
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Fig. 1-8 Structure of the self-excising marker recycling plasmid. 
pAAAXG-Cre plasmid bearing a self-excising marker recycling cassette. MCS carries multiple 
cloning sites, NheI-SpeI-SmaI. Cre-intron; Cre coding region in which the first intron of A. oryzae 
























Fig. 1-9 Schematic representation of the self-excising marker recycling system developed in 
this study.  
(A) Schematic diagram of the self-excising marker recycling using pAAAXG-Cre. In this figure, 
the example is shown in the case where the transformation plasmid was integrated at the amyB 
promoter locus in the recipient chromosome. (B) Colony PCR analysis of the transformants.  
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Fig. 1-10 Undesirable integration of the marker recycling cassette in A. oryzae  chromosome. 
(A) Schematic diagram of transformation plasmid was integrated at the xynG2 promoter locus in 
the recipient chromosome. (B) Amplification of AnadeA marker and  Cre expression cassette by 
genome PCR.  




















Fig. 1-11 Structure of the improved self-excising marker recycling plasmid.  
We replaced the A. oryzae xynG2 promoter and agdA terminator with another heterologous 
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Fig. 1-12  Efficient excision at lox sites by P. chrysogenum xylP promoter for cre expression. 
(A) Schematic diagram of the self-excising marker recycling using improved plasmid, 
pAAAXPCre. (B) Colony PCR analysis of the transformants. (C) Phenotypes of AnadeA+ 
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Fig. 1-13 Constraction of kojA or kojT overexpression plasmid. 
The expression plasmids contained kojA or kojT ligated downstream of the amyB promoter based on the 
plasmid pAAAXG-Cre.  
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Fig. 1-14 Generation of single kojA or kojT overexpression strains. 
(A) Schematic diagram of the integration of kojT or kojA overexpression constructs. (B) Colony PCR 
analysis of the kojA overexpression transformants. (C) Colony PCR analysis of the kojT 
overexpression transformants . 
koj genes o/e  
54 
kojA 7546 bp / kojT 8041 bp 
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Fig. 1-15 Generation of double kojA/kojT overexpression strains. 
(A) Schematic diagram of the sequential integration of kojA and kojT overexpression constructs. 
(B) Colony PCR analysis of the kojA/kojT double overexpression transformants 
Cre Induction of cre experssion  
            (1% xylose) 
Transformation of plasmid kojT o/e 
kojA o/e 
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kojT o/e  
AnadeA+ 
kojA o/e 
kojT o/e  
55 
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Fig. 1-16 Production of kojic acid by wild-type and each overexpression transformant.  
The strains were cultivated in CD medium containing 2% maltose and 1 mM FeCl3 at 30
oC for 48 h. 
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AnadeA cre PxynG2 TagdA 
AnadeA cre PxynG2 TagdA 
Cre Induction of cre experssion  
            (1% xylose) 
Fig. 1-17  Deletion of the kojT gene in the kojA gene overexpression strain. 
(A) Construction of plasmid for kojT gnen disruption. To construct plasmid for endogenous homolous 
recombination system in Saccharomyces cerevisae was used. (B) Schematic diagram of the deletion 









































Fig. 1-18 Production of kojic acid by kojAo/e-DkojT transformant.  
Production levels of the wild-type and each transformant. The strains were cultivated in CD 
medium containing 2% maltose and 1 mM FeCl3 at 30°C for 32 h. Culture broths were filtrated 




Intron 1 (-401~-349) Intron 2(-330~-24) 
region B (-107~-85) region A (-84~-73) 
ATG B A 
A. nidulans thiA  AACTTGATCTGGATAATACCAGC GAAA  GGATCATG 
A. oryzae thiA  AACTTGATCTGGATAATACCAGC GAAAAGGATCATG 
F. solani sti35  AACTTGATCTGGATAATACCAGC GAAA  GGATCATG 
A⇒G (ptrA) 
Fig. 1-19  Construct the alternative marker recycling cassette, the heterologous ptrA gene 
from Aspergillus nidulans. (A) To introduce the point mutation in the 5′-untranslated region (5′-
UTR) of the thiA gene so that wild-type thiA was converted to mutant ptrA, with a mutation (-78: 
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(C) 
Fig. 1-20  Efficient excision at AnptrA marker for cre expression. 
(A) Schematic diagram of the self-excising marker recycling using AnptrA marker. (B) 
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第 2 章 自己切断型マーカーリサイクリングシステムを用いた麹菌細胞壁の -グルカン
合成に関わる多重遺伝子破壊株の作製とその機能解析 
 






後の分解によるものではなく, 一度分泌された TAA の細胞壁への吸着であることが明らか























子 agsA, agsB, agsCが存在している。近年、A. fumigatus において -1,3-グルカンは、発芽
直後の菌糸の凝集に関与することが明らかとなった (40-42)。また、A. nidulans における細
胞壁 AG の生合成遺伝子 agsA, agsB の機能解析では細胞壁 AG は主に agsB 遺伝子に依
存することが明らかになり、液体振盪培養では野生株は菌糸が凝集してペレット状に生育
するのに対して、AG 欠損株 (agsB 欠損株) は菌糸がにパルプ状に生育することが報告され
ている (39)。麹菌には、 AG 合成酵素遺伝子が 3 種類存在することからこれらの遺伝子
の機能解析を行うために、様々組み合わせの遺伝子破壊株と高発現株の取得が必要である。
その目的には、第一章に構築した Cre/loxP 自己切断型マーカーリサイクリングシステムの
利用が有効である。そこで、このシステムを用いて、AG 生合成遺伝子 agsA、 agsB、 agsC 
の様々な組み合わせの破壊株と高発現株を作製し、機能解析を行うことにより、AG と TAA 
の細胞壁キチンへの吸着性の関係性を明らかにすることにした。 
 
第 2 節 実験材料及び実験方法 
 
2-2-1 ags 遺伝子破壊、相補と高発現用のプラスミドの作製 
(1) ags 遺伝子破壊用プラスミドの作製 
 各 agsを遺伝子置換法により破壊するため、ags破壊用プラスミドベクターの構築を行っ
た。プラスミドベクターは PCR と酵母の高い相同組換え能力を利用して作製した。各 ags 
遺伝子破壊用プラスミドベクター構築に用いた DNA 断片は以下のように調製した。プラス
ミドは酵母・大腸菌シャトルベクターである pYES2 を用い、マルチクローニングサイト内
の BamHI と EcoRI で切断した。Cre 発現カセットと選択マーカー adeA を変異型 loxP で
挟んだ自己切断型選択マーカー断片は、pAAAXP-Cre を鋳型として PCR により増幅して得
た。ags 遺伝子破壊用断片は野生株のゲノム DNA を鋳型として PCR により、5` 断片と 3` 
断片を増幅して得られた。5` DNA 断片は、5` 末端に pYES2 ベクターとの相同配列を、3` 
末端には自己切断型選択マーカーカセットの断片と相同配列をもつようにプライマーを設
計し、各 ags 遺伝子の翻訳開始点から上流約 -1,500 bp ～ -500 bp の約 1 kb の領域を増幅
し取得した。同時に、3` DNA 断片には、5` 末端に自己切断型選択マーカーカセットの断
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片と相同配列を、3` 末端には pYES2 ベクターとの相同配列をもつようにプライマーを設
計し、それぞれの ags 遺伝子の翻訳開始点から 2,500 bp 下流の位置より約 1 kb の ORF 領
域を増幅し取得した。用いたプライマーは Table 0-4 ags 破壊用プライマーである。 
(2) agsB 遺伝子相補株用プラスミドの作製 
agsB 破壊株に対して野生型の agsB 遺伝子を導入して agsB 相補株を取得するため、
agsB 相補用プラスミドベクターの構築を行った。プラスミドベクターは PCR と酵母の高
い相同組換え能力を利用して作製した。agsB 遺伝子相補用のプラスミドベクター構築に用
いた DNA 断片は以下のように調製した。プラスミドは酵母・大腸菌シャトルベクターで
ある pYES2 を用い、マルチクローニングサイト内の BamHI と EcoRI で切断した。Cre 発
現カセットと選択マーカー adeA を変異型 loxP で挟んだ自己切断型選択マーカー断片は 
pAAAXP-Cre を鋳型として PCR により増幅して得た。ags 遺伝子相補用断片は野生株の
ゲノム DNA を鋳型として PCR により、5` DNA 断片を agsB 破壊用と同様に増幅した。
3` DNA 断片には、5` 末端に自己切断型選択マーカーカセットの断片と相同配列をもつプ
ライマーを設計し、3` 末端には agsB 破壊用同様なプライマーを用い、ags 遺伝子の翻訳
開始点から -1,000 bp 位置より約 3.5 kb の ORF 領域を増幅し取得した。利用したプラマ
ーを Table 0-4 に示している。 
(3) ags 遺伝子高発現用のプラスミドの作製 
 ags 遺伝子高発現用プラスミドは、自己切断型マーカーリサイクリングプラスミド 
pAAAXP-Cre のマルチクローニングサイトに、麹菌のゲノム DNA をテンプレートとして 
agsAと agsCの翻訳開始点から 3 kb の断片、agsB の全ての翻訳領域 7.6 kb の断片を PCR 
反応で増幅し、In-Fusion によって導入した。PCR に使用したプライマーは Table 0-4 の 
agsA right、agsA left、agsB right、agsB left、agsC right と agsC leftである。 
 
2-2-2 ags 遺伝子破壊、相補と高発現株の作製 
(1) ags 遺伝子多重破壊の作製 






た後、ゲノム PCR を行って ags 遺伝子破壊を確認した。 
adeA を宿主株とし、各 ags 破壊用の断片を用いて単独破壊株を作製した。 
* agsA 破壊株を宿主株とし、agsB, agsC 破壊用のプラスミドを用いて形質転換を行い、
agaA,B 二重破壊株と agsA,C 二重破壊株の作製を行った。また、 agsB 破壊株を宿主株と
し、agsC 破壊用のプラスミドを用いて形質転換を行い、agsB,C 二重破壊株の作製を行った。 
* agsA,B 二重破壊株を宿主株とし、agsC 破壊用のプラスミドを用いて形質転換行い、
agsA,B,C 三重破壊株の作製を行った。 
(2) agsB 遺伝子破壊株の相補株 (CagsB) の作製 
agsB相補用プラスミドを鋳型にとして PCR により agsB 遺伝子の置換破壊による切り出
された配列を含む断片を増幅し、宿主株としてagsB 株の分生子を YPD 液体培地に接種し
て得られた菌体を使用して相補株の作製を行った。得られた形質転換体候補株は、単核化
と植え継ぎを繰り返すことで形質転換株の純化を行い、キシロースを単一炭素源とする培
地で数日培養した後、ゲノム PCR を行って ags遺伝子の相補を確認した。 
(3) ags 遺伝子高発現株の作製 
導入する場合は、agsB 株の分生子を YPD 液体培地に接種して得られた菌体から調製し
たプロトプラストに agsA 及び agsC の高発現プラスミドを制限酵素処理ずに導入した後、
アデニンを含まない CD 培地に重層した。 
 
2-2-3 adeA 欠損株への野生型 adeA 遺伝子導入 
 adeA 欠損が株の生育や物質生産能などに影響する可能性があることから、マーカーリサ
イクリングシステムを利用して作製した各株に adeA 遺伝子を導入した。方法は 1-2-7に記
載のとおりである。 
 
2-2-4 ags 遺伝子破壊株・高発現株の液体培養における形態の観察 
 200 ml 三角フラスコに 50 mlの YPM 液体培地を調製し、各破壊株の分生子を 1x106 植
菌し、30℃, 120 rpm 、24 時間振盪培養して、菌体の形態を観察した。 
 




Congo red (CR) やキチンのポリマー形成を阻害する calcofluor white (CFW) を用い、AG 生
合成遺伝子破壊・高発現株の薬剤感受性を調べた。CD 培地に最終濃度 200 g/ml Congo red 





 各株を YPM 培地に培養し、凍結乾燥した菌体を熱水抽出、アルカリ抽出することで細胞
壁成分を分画した。凍結乾燥した菌体を乳棒・乳鉢で粉末して、50 ml の 0.1 M リン酸液(pH 
7.0) に懸濁し、オートクレーブ中で 121 oC、1 時間熱水抽出を行った。抽出物を 8,000 x g, 
15 分間遠心し、熱水可溶画分(Hot water-soluble fraction; HW) と熱水不可溶画分に分画した。
熱水抽出は 2 回行った。熱水可溶画分は、脱塩水に対して透析して HW 画分とした。熱水
不溶画分は 50 ml の 2 N NaOH に懸濁し、4 oC で 24 時間撹拌しアルカリ抽出した。抽出
した後、遠心によりアルカリ可溶画分 (alkali-soluble fraction; AS)とアルカリ不溶画分 
(alkali-insoluble fraction; AI) に分けた。アルカリ可溶画分は、酢酸で中和した後、脱塩水に




 各凍結乾燥した細胞壁画分を 12.5 M 硫酸 200 l に懸濁し、4 oCで 16 時間インキュベー




除去した。上清の炭水化物組成解析は既報 Yoshimi ら (39) の方法で行った。 
 
2-2-7 -amylase 活性測定 
 1 ml の 1% 可溶性デンプン溶液を試験管に取り、40 oC で 5 分以上予熱した後、予め 40 
o
C に温めた酵素液または培養上清を 50 l 加えた反応させ、経時的にその反応液中より 10 
l をヨウ素溶液を 1 ml 入れた試験管に取り、よく混合し、10 mm のセルを通して 670 nm 
で比色し透過率T% を測定した。計測した T% から最小二乗法の近似曲線を計算し、T% が 
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66.0 となる時の時間 t を求め、以下の計算式から求められた値を TAA 活性値とした。1% 
可溶性デンプン溶液、ヨウ素液の調製法は以下に示す。 
     TAA 活性 (U/ml) = 2 x (1/0.1) x (30/t) 
1% 可溶性デンプン溶液； 
可溶性デンプンを 0.5 g 秤量し、脱塩水に加え十分に溶けるまで加熱した。室温に下がるま
で放置し、0.2 M 酢酸・酢酸ナトリウム緩衝液(pH 5.0) を 10 ml 加え、更に脱塩水を加え
50 ml とした。 
10 x ヨウ素溶液； 
ヨウ素 0.317 g にヨウ素カリウム 1.0 g、35% 塩酸 142 ml を加え、脱塩水に溶かして 1 L と
した。 
 
2-2-8  sodium dodecyl sulfate ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 
 タンパク質溶液に 100% (w/v) trichloroacetic acid (TCA) を最終濃度 10% となるように加
えて、氷中で 15 分以上あるいは 4℃ に一晩放置した。21,000 x g で 15 分間遠心し、上清
を除去した後、80% (v/v) acetone で洗浄し、同様に遠心し上清を除去した。十分に乾燥させ
た後、得られた沈殿を適当量の 1 x SDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 10% glycerol, 
2% SDS, 0.02% BPB) に懸濁し、終濃度で 5% となるように 2-mercaptoethanol を加え、100oC
で 5 分間熱処理したものを SDS-PAGE のサンプルとした。 
泳動は Laemmli の方法に従って行った。濃縮 4.5%、分離 10% アクリルアミドゲル 
(4.5% acrylamide gel: 4.5% of *30% (w/v) acrylamide stock, 0.125 M Tris-HCl (pH 6.8), 0.1% SDS, 
0.1% ammonium peroxodisulfate (APS), 0.1% (v/v) N,N,N`,N`-tetramethylethylenediamine 
(TEMED); 10% acrylamide gel: 12.5% of 30% (w/v) acrylamide stock, 0.375 M Tris-HCl (pH 6.8), 
0.1% SDS, 0.1% APS, 0.1% (v/v) TEMED) を作製した。SDS-PAGE running buffer (50 mM Tris, 
384 mM Glycine, 0.1% SDS) で泳動槽を満たし、20 mA で電気泳動を行った。相対分子量マ
ーカーとして Precision Plus ProteinTM Standards (BIO-RAD) を同時に泳動した。泳動後のゲ
ルを、CBB 染色液 (50% methanol, 10% acetic acid, 0.25% CBB-R250) で 1 時間染色を行って
タンパク質を検出した。 




2-2-9  ags 遺伝子破壊株における TAA 分泌生産性 
 各株を 50 ml YPM 液体培地にそれぞれ 24、36、48、60 時間培養し、培養上清と菌体を
回収した。回収した菌体を脱塩水で十分洗浄し、50 ml 0.1 M リン酸緩衝液( pH 7.0) に 1 時
間インキュベートし、細胞壁に吸着した TAA を遊離させた。回収した培養上清と細胞壁に
吸着した TAA が遊離されたリン酸緩衝液中のTAA の活性測定とSDS-PAGE解析を行った。 
 
2-2-10 細胞壁画分の TAA 吸着実験 
 液体培地 YPM で培養した菌体を 2-2-7 の熱水抽出法で熱水処理し、細胞壁の多糖であ
るキチン、-1,3-グルカン、-1,3-グルカンを主に含んでいると考えられる細胞壁画分を調
製した。調製した細胞壁画分を 4 mg 取り、2 ml の 10 mM リン酸緩衝液 (pH 5.0) に懸濁
し、十分に撹拌した後に室温に 30 分以上放置した。懸濁液に 4.0 mg/ml の精製TAA 溶液 (A. 
oryzae 由来、Sigma Aldrichi; 10 mM リン酸緩衝液、pH 5.0) を 0.5 ml 加えて、室温で 1 時
間インキュベートした。その後、細胞壁画分を沈殿として回収し、脱塩水で十分洗浄した。
回収した細胞壁画分に 0.1 M リン酸緩衝液 (pH 7.0) を 1 ml 加え、室温で 1 時間インキュ
ベートし、細胞壁画分に吸着した TAA を緩衝液に遊離させた。リン酸緩衝液中の TAA 活
性を測定することで TAA の吸着量を計算した。 
 
第 3 節 実験結果 
 
2-3-1 野生株における ags 遺伝子の発現 (qRT-PCR) 
麹菌のゲノム中には 3 種類の AG 生合成遺伝子 agsA、agsB、agsC が存在し、これらの
遺伝子をコードする酵素の相同性を比べたところ、AgsA と AgsB では 67% の高い相同性
を示したが、AgsC は他の 2 つとの間でやや低い相同性を示した。他の糸状菌との比較では、
麹菌の AgsA は A. nidulans の AgsA や A. fumigatus の Ags2 と、AgsB は A. nidulans の
AgsB や A. fumigatus の Ags1 と高い相同性が見られた。一方、AgsC は A. fumigatus の 
Ags3 と高い相同性が見られたが、A. nidulans においてはオーソログが見出されなかった。 
 麹菌の Ags の 遺伝子が実際に発現しているか確認することとした。麹菌の野生株を
YPM 液体培地で培養し、各培養時間(培養前期・後期) において回収した菌体から Total 
RNA を抽出した。抽出した Total RNA を鋳型として、cDNA を合成し、各培養段階におけ
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る ags 遺伝子の発現量を qRT-PCR により解析を行った。解析に用いたプライマーは、各 ags 
遺伝子特異的に増幅するように設計し、内部標準として Histone H4 遺伝子を用いた。使用
したプライマーは Table 0-4 に示している。その結果、agsA 遺伝子は他の ags 遺伝子と比
べ、ほとんど見られないほど低い発現をしているのに対して、agsB の発現量は培養前期で
高く、後期になると著しく低下していることが認められた。一方、agsC はどの培養段階で
高い発現量を示した (Fig 2-1)。 
 
2-3-2  ags 遺伝子多重破壊とその相補株の取得 
(1) ags 遺伝子多重破壊株の取得 




され、Cre 誘導発現により、選択マーカーと Cre 発現カセットが脱落した短い断片のみが
増幅された。この結果から、各 ags遺伝子が破壊された株の取得が確認された(Fig. 2-3)。 
 agsA 破壊株を宿主株とし、agsB, agsC 破壊用断片を用い形質転換を行った。その結果、
形質転換体として各 ags 遺伝子破壊候補株を数十株取得した。得られた形質転換体を単核
化と植え継ぎを繰り返すことで形質転換株の純化を行い、キシロースを単一炭素源とする
培地で数日培養した後、ゲノム PCR を行った結果、agsA-agsB 二重遺伝子破壊候補株では、
二つの遺伝子が破壊されて、選択マーカーと Cre 発現カセットが脱落した 2 つの短い断片
のみが増幅された。agsA-agsC 二重遺伝子破壊候補株でも、両方の遺伝子が破壊されて、選




ーと Cre 発現カセットが脱落した 2 つの短い断片のみが増幅された(Fig. 2-3)。以上の結果
から、agsA-agsB 二重遺伝子破壊株、agsA-agsC 二重遺伝子破壊株と agsB, agsC 二重遺伝
子破壊株が取得できた (Fig 2-3 B)。 




キシロースを単一炭素源とする培地で数日培養した後、ゲノム PCR を行った結果、agsA, 
agsB, agsC 三重遺伝子破壊候補株では、三つの遺伝子が破壊されて、選択マーカーと Cre 発
現カセットが脱落された 3 つの短い断片のみが増幅された。この結果から、ags三重遺伝子
破壊株の取得も確認できた(Fig. 2-3 B)。 
(2) agsB 遺伝子破壊株の相補株 (CagsB) の取得  
agsB 相補用プラスミドを鋳型にして PCR により PagsB を含む相補用の断片を増幅し、
agsB 株の形質転換を行った。単核化と植え継ぎを繰り返すことで形質転換株の純化を行
い、キシロースを単一炭素源とする培地で数日培養した後、ゲノム PCR を行った結果、宿
主株 agsB では、自身のプロモーター (PagsB) を含まない 2 kb の断片のみが増幅された
ことに対して、CagB 株では、PagsB を含む 5.6 kb の断片が増幅された。この結果から、
CagsB 株の取得が確認できた (Fig 2-4)。 
 
2-3-3 ags 遺伝子破壊による機能解析 
(1) ags 遺伝子破壊株の液体培養における形態 
 各破壊株を 2-2-5 に従って液体培養における生育形態を観察した結果、agsA, agsC, 
agsA-agsC 破壊株は宿主株と同様なペレット状の生育形態を示した。それに対して、agsB 遺
伝子を破壊した agsB 破壊株、 agsA-agsB 二重破壊株、 agsB-agsC 二重破壊株と
agsA-agsB-agsC 三重破壊株では、宿主株よりも著しく小さいぺレットやパルプ状の生育形
態を示した。また、agsB破壊株の相補株 CagsBの液体培養では野生株 (WT) と同じように
ペレット状の菌糸形態を示した (Fig 2-5)。以上の結果から A. oryzae の細胞壁 -1,3-グルカ
ン生合成が主に agsB 遺伝子に依存している可能性があると考えられた。 
(2) AG 生合成遺伝子破壊株の細胞壁ストレス誘導剤感受性 
 作製した各株を 2-2-7 に従って Calcofluor white (CFW) と Congo red (CR)  を含む最少
寒天培地で培養した結果、agsA、 agsC、agsA-agsC 破壊株は宿主株と同様の生育を示した
のに対して、agsB 遺伝子を破壊した agsB 破壊株、agsA-agsB 二重破壊株、agsB-agsC 二重
破壊株と agsA-agsB-agsC 三重破壊株は CFW や CR に高い感受性を示した。一方、agsB 欠





2-3-4 ags 遺伝子高発現による機能解析   
(1) ags 高発現株の造成 
AG が主に agsB 遺伝子に依存していると考えられることから、他の 2 つの生合成遺伝
子の機能を解析するため、agsB 破壊株にそれぞれ高発現させた。ags高発現用プラスミド
を鋳型にして PCR により PamyB を含む高発現用の断片を増幅し、agsB 株に導入した。
得られた形質転換体候補株は、単核化と植え継ぎを繰り返すことで形質転換株の純化を行
い、キシロースを単一炭素源とする培地で数日培養した後、ゲノム PCR を行った結果、ags
遺伝子の高発現株の取得を確認した (Fig 2-7)。 
(2) agsA、agsC 遺伝子の agsB 遺伝子への機能相補性      
 agsB 遺伝子破壊株に agsA と agsC 遺伝子を PamyB で高発現した株の液体培養におけ
る形態変化や細胞壁ストレス誘導剤感受性を調べた。その結果、agsA 遺伝子を高発現した
株は発現抑制条件の YPD 液体培地では宿主株の agsB と同様にパルポ状の形態を示し、
細胞壁ストレス誘導剤に高い感受性を示したことに対して、発現誘導条件の YPM 培地で
は WT と同様にペレット状の形態を示し、細胞壁ストレス誘導剤に対する感受性も回復し
た (Fig. 2-8, 2-9)。この結果から、野生株では agsA 遺伝子はほとんど発現していないが、
高発現により agsB 遺伝子の機能が相補されることが明らかとなった。一方、agsC を高発
現した株は YPD と YPM 培地のどちらでも agsB 株と同様に液体培養でパルプ状形態
を示し、細胞壁ストレス誘導剤にも高い感受性を示した (Fig 2-8 と 2-9)。以上の結果から、
agsC は agsB遺伝子機能を相補しないことが明らかとなった。 
 
2-3-5  agsB 破壊株の細胞壁成分解析 
 agsB 破壊株の液体培養における形態変化と高い細胞壁ストレス誘導剤感受性を示した
ことから AG の生合成が agsB 遺伝子に依存していると考えられる。そこで、WT、agsB と 








なっていた。それに対して、CagsB 株では WT と同様の結果となり、細胞壁の AG の量




(1) agsB 破壊株の YPM 液体培養における TAA の細胞壁への吸着 
AG が TAA の細胞壁キチンへの吸着を阻害する因子であるかを明らかにするため、AG 
の生合成に主として関与する agsB 遺伝子を破壊した株の YPM 液体培養における TAA 
分泌生産性を調べた。その結果、WT では培養前期 (24 h, 36 h) に TAA を培地中に分泌し、
培養後期 (48 h, 60 h) になると培地中の TAA 活性が著しく低下し、TAA は細胞壁に吸着
された。それに対して、agsB 株では、培養前期から培地中の TAA 量が低く、ほとんど培
地中に分泌されておらず、菌体をリン酸緩衝液でインキュベートすると高い TAA の活性が
検出された (Fig 2-12)。また、CagsB 株はWT と同様に培養前期に TAA は培地中に分泌さ
れるが、後期になると細胞壁に吸着された (Fig 2-12)。以上の結果から、AGが TAA のキチ
ンへの吸着を阻害する因子であることが示された。 
一方、agsA と agsC 単独破壊株の液体培養における TAA の分泌生産性を調べた結果、
WT と同様に培養前期 (24 h) に培地中に分泌され、培養後期 (60 h) には細胞壁に吸着され
ることも明らかになった (Fig 2-13)。このことは、上で述べたように agsB が AG 生合成
に主として関与してよることを支持している。 
(2) agsB 破壊株の細胞壁画分の TAA 吸着性 
agsB 破壊株は液体培地中に菌糸がパルプ状で分散することにより培養液と菌体表面の
接触面積が増加することが考えられる。それは TAA の細胞壁への吸着が促進される原因と
なりうる。この可能性を確かめるため、2-2-10 に従って WT、agsB と CagsB 株の細胞壁
画分を調製し、TAA の吸着性を比べ。その結果、WT の培養前期画分には TAA が吸着し
ないのに対して、培養後期の画分に TAA は吸着された。一方、agsB 破壊株の培養前期画
分は高い TAA 吸着を示し、培養後期の細胞壁画分ではさらに高い吸着性を示した (Fig 
2-14)。また、CagsB 株の細胞壁画分は WT と同様の TAA 吸着性を示した (Fig 2-14)。以




TAA の細胞壁キチンへの吸着を阻害する因子が AG であることがさらに強く示された。 
 
2-3-7 野生株の培養後期における細胞壁成分の変化 
 A. oryzae の培養後期に TAA が細胞壁に吸着されるようになるのは、培養後期に TAA の
細胞壁キチンへ吸着を阻害する因子の量が低下したためと考えられる。そこで、WT の培
養後期における細胞壁成分解析を 2-2-6 に従って行った。WT の培養前期・後期における 
AG 量を調べた結果、AGを含むと考えられるアルカリ可溶画分の量が培養後期では著しく
減少し、AG に由来すると考えられるグルコース量も減少していることが認められた (Fig 
2-15)。この結果から、A. oryzae は培養後期になると細胞壁の AG 量が低下し、TAA の細
胞壁キチンへの吸着が促進されたと考える。 
 
第 4 節 考察 
 
本章では、Cre/loxP 自己切断型マーカーリサイクリングシステムを用いて、細胞壁成分
AG の生合成遺伝子 agsA、 agsB、 agsC の様々な組み合わせの破壊株の作製に成功した。
A. fumigatusでは、3種類の AG 生合成遺伝子のうち、Afags1 破壊株でのみ細胞壁中の AG 
量の減少が見られ (41, 44)、A. nidulans では、AnagsB 破壊株が AG の量が減少したことが





キチンのファイバー形成を阻害する Congo red (CR) やキチンのポリマー形成を阻害する 
calcofluor white (CFW) に高い感受性を示した。さらに、agsB 破壊株では AG と少量のガ
ラクトマンナンが含まれるアルカリ可溶画分量が著しく低下し、AG 由来のものと考えられ
るグルコース量も著しく低下し、ほとんどなくなっていたことに対して、CagsB は WT と
同様の結果を示し、細胞壁の AG の量が回復していた。以上のことから、麹菌の AG の生





堅固な構造を担う主要な多糖のキチンであることが明らかになっており (Sato et al., 2011)、
キチンは培養前期・後期に関わらず一定の量で存在しているため、キチンの吸着能を阻害
する因子の存在が考えられた。本章では、AG の生合成が主に依存している agsB 遺伝子欠
損株をYPM 液体培地で培養して TAA の吸着性を調べた結果、培養前期でも吸着していた。
また、WT の培養前期・後期における AG 量を調べた結果、AGを含むと考えられるアルカ
リ可溶画分の量が培養後期では著しく減少し、AGから由来すると考えられるグルコース量
も減少していることが認められた。更に、WT、agsB と CagsB の培養前期と後期の菌体
から細胞壁画分を調製し、TAA の吸着性を比べた結果、agsB 破壊株の培養前期画分が高い 
TAA 吸着を示し、培養後期の細胞壁画分ではさらに高い吸着性を示した。以上の結果から、
AG が TAA のキチンへの吸着を阻害する因子であることが示された。一方、炭素源の濃度
が低い (1% maltose) 培地では濃度が高い (2% maltose) 培地より TAA 吸着が早めになるこ
とも観察された (data not shown)。そこで、野生株では培養後期になると培地中の炭素源が
なくなり、細胞壁の AG グルカンが分解され、炭素源として利用されている可能性がある
と考えられる。 
麹菌では、agsA 遺伝子が野生株ではほとんど発現しておらず、agsB 破壊株で agsA 遺伝
子を高発現させた場合、agsB 遺伝子の機能が相補されたことから agsA 遺伝子が AG  生合
成活性を有することが明らかになった。それに対して、agsC 遺伝子は他の 2 つの遺伝子と
比較すると高い発現を示してしているが、agsC の破壊やagsB での agsC 高発現では AG



















Fig. 2-1 Expression profile of a-1,3-glucan synthase genes in YPM submerged cultivation. 
Approximately 1x106 conidiospores of each strain was cultivated in 50 ml YPM medium at 30oC. with 
shaking (120 rpm). Total RNA was prepared from harvested mycelia, and the resulting cDNA was 
subjected to qRT-PCR analysis using specific primers for a-1,3-glucan synthase genes. The relative 
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Fig. 2-2  Construction of plasmid for ags gene disruption/complement. 
To construct plasmid for endogenous homolous recombination system in Saccharomyces cerevisae was 
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ags gene DagsA DagsB DagsC 
(B) 
Fig. 2-3  Construction of ags gene single, double and triple  disruption strains. 
(A) Schematic diagram of the disruption of the ags gene using self-excising adeA marker 
recycling system. (B) PCR analysis of the genomic DNA form ags gene disruptant strains. 
Genome PCR 
(A) 
AnadeA cre PxylP TxylP ags up ags down 
ags genes 
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Cre Induction of cre experssion  
            (1% xylose) 
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          -   2700 bp 
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agsC +  4442 bp 
          -   1700 bp 
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Cre Induction of cre experssion  
            (1% xylose) 
Fig. 2-4   Construction of agsB gene complementation strain. (A) Schematic diagram of the 
complemetntation of the agsB gene in the DagsB strain using self-excising adeA marker recycling 
















1x106 conidiospores   YPM medium   24 h 
Fig. 2-5  Molphological phenotypes of the ags gene disruptants in submerged cultivation.  
 Approximately 1 x 106 conidiospores of each strain were grown in 50 ml YPM medium at 30oC for 










105 104 103 102 10 105 104 103 102 10 
WT 
DagsA-agsC 





Fig. 2-6 Drug sensitivity test of the ags gene disruptants.  
For each strain, 105, 104, 103, 102, 10 conidia were inoculated on CD plates containing 
Calcofluor white (30 μg ml−1) or Congo red (200 μg ml−1 ) and incubated for 72 h at 30 oC.  
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(B) 
Fig. 2-7 Generation of ags gene overexpression in DagsB strains. 
(A) Schematic diagram of the integration of ags gene overexpression constructs. 











agsA 3.2 kb / agsB 3.1 kb 
W T DasgB-agsAo/e DasgB 
1x106 conidiospores   YPD medium   24 h 
1x106 conidiospores   YPM medium   24 h 
DasgB-agsCo/e 
Fig. 2-8  Morphological phenotypes of DagsB strains containing agsA or agsC overexpression 
construct in submerged cultivation. Approximately 1 x 106 conidiospores of each strain were grown 
in 50 ml YPM medium at 30 oC for 24 h with shaking (120 rpm).  
1 cm 
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Fig. 2-9 Drug sensitivity test of DagsB strains containing agsA or agsC overexpression 
construct. For each strain, 105, 104, 103, 102, 10 conidia were inoculated on CD plates 
containing Calcofluor white (30 μg ml−1) or Congo red (200 μg ml−1 ) and incubated for 72 h 
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Fig 2-10 Fractionation scheme of A. oryzae cell wall using hot-water and alkali treatment. 
Wild-type, agsB disruption (DagsB) and agsB complementation (CagsB) strains were cultured in 
YPM liquid medium for 24 h. 
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Strain HW AS1 AS2 AI 
WT(24 h) 27.91(±0.38) 15.24(±1.91) 15.51(±1.90) 41.31(±1.04) 
DagsB (24 h) 26.73(±2.27) 17.83(±5.39) 10.26(±2.06) 44.68(±0.57) 
CagaB (24 h) 31.21(±1.82) 12.40(±0.64) 16.75(±2.57) 39.77(±4.02) 
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 h)  h) CagsB(24 h) WT(24 h) agsB(24 h) a s (  h) 
Fig. 2-11 Cell wall composition of each cell wall fraction. 
(A) Table of  yield of each fraction obtained by alkali treatment of the wild-type, DagsB and CagsB 
strains. (B) Monosaccharide compositions are reported for the alkali-insoluble (AI), alkali-soluble 2 
(AS2) cell wall fractions as a percentage of the total dry weight of each fraction. Glc, glucose; Gal, 







































































  24 h    36 h   48 h   6 0h 
WT DagsB CagsB 
Fig. 2-12 Comparison of mycelium-bound TAA in the wild-type, DagsB and CagsB strains.  
Approximately 2 x 106 conidiospores of each strain were grown in 50 ml YPM medium at 30 oC with 
shaking (120 rpm). (A) TAA activity in the culture broth (solid line) and 0.1 M phosphate buffer (pH 
7.0) after incubation of mycelium to liberate mycelium-bound TTA (broken line). The TAA activities 
are shown as mean ± standard deviation of three independent experiments. (B) SDS-PAGE analysis of 
TAA protein. The culture broth and phosphate buffer using measurement of TAA activity were 
subjected to SDS-PAGE and stained with CBB. 0 
  24 h    36 h   48 h   6 0h   24 h    36 h   48 h   6 0h 
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Fig. 2-13 Mount of TAA adsorbed to on the cell wall in DagsA and DagsC strains in the early (24 h) 
and later (60 h) stage of cultivation. Approximately 1x106 conidiospores of each strain were grown in 
50 ml YPM medium at 30 oC with shaking (120 rpm).  Measurement of TAA activity and SDS-PAGE 
analysis were conducted as described. 
DagsA DagsC 
Me CW Me CW 
24 h 60 h 
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Fig. 2-14 TAA adsorption capability of cell wall fraction treated with hot water of wild-Type, 
DagsB, and CagsB. Each cell wall fraction was prepared from the mycelium of WT, DagsB, and 
CagsB grown in YPM medium (24 h and 60 h) and treated with hot water. Each cell wall fraction 
(4.0 mg) was added to 2.5 ml of 10 mM phosphate buffer containing 0.4 mg/ml TAA with gentle 
shaking at room temperature for 60 min. The precipitate was washed with distilled water several times 
and added to 0.1 M phosphate buffer to release TAA adsorbed from the cell wall fraction. TAA activity 
in the supernatant was determined as the amount of adsorbed TAA. Bars represent the standard error of 
the mean calculated for at least three replicates. 
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Glu Gla Man GlcN
Strain HW AS1 AS2 AI 
WT(24 h) 27.91 (±0.38) 15.24 (±1.91) 15.51 (±1.90) 41.31 (±1.04) 
WT(60 h) 25.46 (±1.07) 14.94 (±2.75) 9.64 (±1.80) 49.76 (±0.57) 
Fig. 2-15 Cell wall composition of  WT early (24h) and later (60h) stage of cultivation. 
(A) Table of  yield of each fraction obtained by alkali treatment of the wild-typeat at early (24h) and 
later (60h) stage of cultivation.(B) Monosaccharide compositions are reported for the alkali-insoluble 
(AI), alkali-soluble 2 (AS2) cell wall fractions as a percentage of the total dry weight of each fraction. 
Glc, glucose; Gal, galactose; Man, mannose; GlcN, glucosamine. 
(A) 
(B) 





第 3 章 グルカン(AG)は二次代謝産物の生合成に関与する
 



















第 2 節 実験材料及び実験方法 
 
3-2-1  -アミラーゼ (TAA) 生産の培養条件 
100 ml YPM に 1 x 106 の分生子を植菌し、30 oC、24 h 時間培養し、-アミラーゼの生産
性と菌体量を調べた。培養上清と菌体をそれぞれ回収し、菌体を 100 ml 0.1 M リン酸緩衝
液 (pH 7.0) に 1 時間インキュベートし、細胞壁に吸着された TAA を遊離した。培養上清





 コウジ酸生産用の培地として、KA 培地  (0.25% yeast extract, 0.1% K2HPO4, 0.05% 
MgSO4・7H2O, and 10% glucose) を用い、2 x 10
6
 の分生子を植菌し、6 日間培養し、経時的
に上清を 1 ml 回収した。回収した上清中のコウジ酸量の測定は 1 ml 培養上清に 1 M FeCl3 
100 l 加えて、吸光光度計で波長 495 nm の吸光度を測定した。 
 
3-2-3 コウジ酸生合成遺伝子と laeA の発現解析 
 0-2-13、0-2-14 と 0-2-15にコウジ酸生合成遺伝子の発現解析には、各株をコウジ酸生産
用培地に 6 日間培養した菌体を使用し、Total RNA を抽出した。抽出した Total RNA を鋳
型として、cDNA を合成し、コウジ酸生合成遺伝子と laeA の発現量を qRT-PCR により解析
を行った。解析に用いたプライマーは、各 ags 遺伝子特異的に増幅するように設計し、内
部標準として Histone H4 遺伝子を用いた。使用したプライマーは Table 0-5 に示している。 
 
3-2-4  laeA 遺伝子高発現用プラスミドの作製 
laeA 高発現用プラスミド pANPXP-CreLA は自己切断型マーカーリサイクリングプラスミ
ド pANPXP-Cre のマルチクローニングサイトに、麹菌のゲノム DNA をテンプレートとし
て PCR 反応で増幅した laeA 断片を In-Fusion によって連結した。使用したプライマーは 
Table 0-5 の laeAo/e-Fw と laeAo/e-Rv を用いた。 
 
3-2-5 laeA 遺伝子高発現株の作製 
形質転換は前章と同様の操作で行った。ただし、laeA の単独遺伝子導入の場合は、WT と
AG
-・adeA+ 株の分生子を CD 液体培地に接種して得られた菌体から調製したプロトプラス
トにプラスミド DNA を導入後、ピリチアミンを含む CD 培地に重層した。laeA遺伝子内
に存在する制限酵素 XbaI で高発現用プラスミドを処理して直鎖状として用いたため、プラ







3-2-6  A. nidulans ペニシリンの生産性 
 野生株 (BPU1) と AG 欠損株 (BPU1, agsA-, agsB-) を CD (10% glucose) に 1x107植菌し、
一週間以上培養した。ペニシリン生産量の測定は、ペニシリンアッセイ用標準菌株である
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis (NBRC 100862:独立行政法人 製品評価技術基盤
機構より分譲を受けた) を最終濁度 O.D.=0.1となるように 3% の Tryptic soy broth (Becton, 
Dickinson and Company社製) 寒天培地に混合し、100μlの培養上清をしみ込ませた滅菌済ペ
ーパーディスクをシャーレ中央に置いて生じる阻止円の大きさを観察した。 
 
第 3 節 実験結果 
 
3-3-1  agsB 株における-アミラーゼの生産性 
 agsB 株とWT における -アミラーゼの生産では、agsB 株はWTより菌体量が 1.8 倍
増加し、-アミラーゼの生産性が 2倍以上に向上された (Fig. 3-1)。このことから、麹菌の
agsB欠損における形態変化は物質生産性に有効であることが示された。 
 
3-3-2  AG 欠損株 (ags遺伝子三重破壊株) におけるコウジ酸の生産性 
AG 欠損株におけるコウジ酸生産性を解析した結果、予想に反して生産性が著しく低下し
ており、コウジ酸生合成に関する遺伝子 kojA、kojT、kojR の発現量も低下していることが
明らかになった (Fig. 3-2)。それに対して、agsB 欠損株の相補株 (CagsB) は WT 同様のコ
ウジ酸生産量とコウジ酸生合成遺伝子の発現量を示した (Fig. 3-2)。このことから Agsの欠
損はコウジ酸生合成に関与する遺伝子の発現抑制につながるものと考えられる。 
 
3-3-3  AG 欠損株における laeA 遺伝子の発現量 
 AG 欠損株は CD 寒天培地で分生子形成効率が著しく低下していることも観察されたこ
とから、分生子の分化や二次代謝産物の制御に関与していると考えられる DNA メチル化
酵素 LaeA に着目した (44)。LaeA による二次代謝に関するグローバル制御機構は糸状菌
に広く保存されており、LaeA は二次代謝産物の転写段階を正に制御するグローバル因子で
ある。また、麹菌では laeA 遺伝子欠損によりコウジ酸の生産性が著しく低下することも報
告されている。そこで、AG 欠損株における laeA 遺伝子の発現量を調べた結果、Ags 欠損
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株では laeA の発現量が著しく低下していることが明らかになった (Fig. 3-3)。 
 
3-3-4  AG 欠損株に laeA を高発現させた株の作製 
laeA 高発現用プラスミドを laeA OFR 内の制限酵素で切断し、プロトプラスト-PEG 法
により WT と AG 欠損株に導入した。得られた形質転換体候補株をキシロースおよびグル
コースを単一炭素源とした培地で培養して、laeA と自己切断カセットを含む断片をゲノム 
PCR により増幅したところ、グルコース培養では 選択マーカーと Cre 発現カセットを含
む 7,483 bp の断片が見られ、プラスミドが染色体上に導入されたことが確認された。キシ
ロース培養では、選択マーカーと Cre 発現カセットが脱落した 1,600 bp の断片のみが認め
られ、選択マーカーと Cre 発現カセットが脱落したことが確認された (data not shown)。 
 
3-3-5  laeA 高発現株におけるコウジ酸生産 
 AG 欠損株で laeA 遺伝子を高発現させた結果、コウジ酸の生産量が WT よりも増加し、
コウジ酸生合成遺伝子発現量も増加した (Fig. 3-4)。この生産量は WT に laeA を高発現さ




AG が laeA を介してコウジ酸の生合成に関与していることが示唆されたため、コウジ酸
以外の二次代謝産物の生産にも関与していることが予想される。そこで、A. nidulans AG 欠

















られる DNA メチル化酵素 LaeA が広く保存されており、LaeA は二次代謝産物の転写段階
を正に制御するグローバル因子である (44)。また、A. oryzaeでは laeA 遺伝子欠損により
コウジ酸の生産性が著しく低下することも報告されいる (45)。AG 欠損株は最少寒天培地
で分生子形成効率が著しく低下し、コウジ酸培養条件で laeA 遺伝子の発現量も著しく低下
していた。AG 欠損株で laeA 遺伝子を高発現させた結果、コウジ酸の生産量が WT より
も増加し、コウジ酸生合成遺伝子発現量も増加した。以上の結果から、AG が laeA を介し
てコウジ酸の生合成に関与していると考える。 
AG が麹菌のコウジ酸生産を制御するだけではなく、A. nidulans の代表的な二次代謝産
物ペニシリンの生産にも関わっていることも明らかとなった (Fig 3-5)。このことから、AG 
が二次代謝産物の制御因子である可能性が考えられる。現在までのところ、AG の二次代謝







































Fig 3-1 a-Amylase activities in submerged culture.  
Approximately 1 x 106 conidiospores of WT and DagsB were grown in100 ml YPM medium at 30 oC for 
24 h. Harvested mycelia were incubated in 100 mM phosphate buffer for 60 min to release α-amylase 
bound to the cell wall. The α-amylase activities in the culture broth and phosphate buffer were measured. 




















































































































Fig. 3-2  Production of koji acid in A. oryzae. 
Approximately 2 x 106 conidiospores of each strain were grown in 50 ml KA medium at 30 oC with 
shaking (120 rpm). (A) Koji acid assay of A. oryzae wild-type (WT), AG deficient strain (AG-) and 
agsB complementation (CagsB) strains. (B) Transcription levels of the kojA, kojT, and kojR genes.  
Time (days) 
Fig. 3-3 Expression level of the laeA genes in KA submerged cultivation. 
Approximately 1x106 conidiospores of each strain was cultivated in 50 ml KA medium at 30 oC 
with shaking (120 rpm) 6 days. The relative expression level of laeA was normalized to that of 
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WT 1 WT 2 AG- 1 AG- 2 
9 days 
8 days 
TSA (3% TSB, agar) + Bacillus stearothermophilus var. 
calidolactis (NBRC 100862) 
16h, 55℃ 
CMM liquid Medium 
(10% Glucose)  
9 days 
PAPER DISC 
+ 50 ml  Medium 
Fig. 3-5 Penicillin assay in A. nidulans. 
Approximately 2 x 107 conidiospores of each strain were grown in 50 ml CMM (10% 





















可能である。また、ags 遺伝子の agsB と agsC 遺伝子破壊用の断片を等量混合して adeA 
破壊株に導入した結果、二つの遺伝子がすべて破壊された形質転換体が 8 株中に 1 株得ら












500 bp の PamyB 遺伝子のみを持っているため、相同組換えの効率が低いことも観察され





麹菌の細胞壁成分の一つである AG の生合成遺伝子を麹菌は agsA, agsB, agsC の三種




えられていた。AG 欠損株 (agsB 欠損株) では TAA が培養前期から細胞壁に吸着された
ことから、AG が TAA の細胞壁キチンへの吸着を阻害する因子であることが示された。ま
た、野生株の培養後期での AG 量が培養前期と比べると低下していた。そのため、野生株
を培養した培地中の炭素源が培養後期になると枯渇し、AG が分解され炭素源として利用さ
れたと考えられる。一方、A. niger で、炭素源枯渇により キシラナーゼと α-1,3-グルカナー
ゼの発現が誘導されることが報告されている (46)。本博士論文では、麹菌の agsB 遺伝子
の発現が培養後期 (60 h) で著しく低下したことも明らかになった。これらのことを確かめ
るため、炭素源枯渇条件での AG 分解酵素遺伝子の変化を調べる必要がある。 
本研究では AG の生合成遺伝子 agsA が液体培養ではほとんど発現していないものの、
agsA 高発現により AG 生合成活性を有することが明らかになった。しかし、agsC 遺伝子
は他の 2 つの遺伝子と比較すると高い発現を示しているが、AG の生合成に関与している
ことは認められなかった。 A. nidulansには 2 種類の -グルカンシンターゼ（AgsAと AgsB）
以外 2 種類の -アミラーゼ (AmyD と AmyG) が AG の生合成に関与していることが知
られており、 AmyG が AG の生合成を促進し、AmyD が AG の生合成を抑制している 








性が著しく低下し、ほとんど生産しないことが明らかになった。また、AG が LaeA 因子
を介して二次代謝産物であるコウジ酸の生合成遺伝子クラスターを制御することで二次代
謝産物の生産に関与していることも明らかになった。糸状菌において AG が重要な細胞壁
成分の一つであり、細胞壁の完全性に関わる cell wall integrity (CWI) 経路の重要な関連因子 
PkcA、MpkA、RlmA の欠損や失活により主要な AG 生合成遺伝子の発現量が著しく低下
することが報告さてい (48-49)。また、A.  fumigatusの mpkA株では 50％ 以上の二次代謝
産物の生合成遺伝子クラスターが影響を受けることが知られており、A. nidulans では pkcA 
を高発現させた結果、二次代謝産物の生産量が著しく低下し、PkcA 失活条件では、二次代
謝産物の生産性が増加することが明らかになっている (50-51)。以上のことから、CWI 経路
が二次代謝産物の重要な調節因子であると考えられる。AG 欠損株において CWI に関わる
因子 PkcA、MpkA、RlmA の遺伝子発現量を調べた結果、すべての遺伝子で発現量が増加




て自然免疫と呼ばれる防御機構を活性化する。いもち病菌 Magnaporthe oryzae において細
胞壁表層の AG が下層の β-1,3-グルカンを被覆することによって、動物の免疫システムに
よる -1,3-グルカンの認識を回避することが知られており、AG 欠損いもち病菌株では正常
な菌糸生育および感染器官形成が観察されたにもかかわらず病原性の低下が見られたこと
から、AG は M. oryzae 植物相互作用に関わっていることが推測された (52)。また、AG欠
損 M. oryzae では、キチンや β -1,3-グルカンなどの細胞壁構成多糖が細胞壁表層に露出さ
れるため、キチナーゼなどの溶菌酵素への感受性が非常に高まることが見いだされたこと
から、細胞壁表層の α-1,3-グルカンには菌の細胞壁の保護という役割もあることが明らかに
なった (52)。一方、M. oryzae などの植物病原菌では宿主の葉やカバーガラスなど表面と
濡れ性 (親水性・疎水性) によって接着し感染器官が誘導される (53-54)。我々の研究では A. 
oryzae の agsB を高発現した株が液体培養培地中の菌体が著しく減少し、フラスコのガラ
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技術共同研究センタ「微生物ゲノムプロジェクト」研究員 吉見 啓 博士に御礼申し上
げます。 
 
 研究に関して様々なご助言を賜りました、遺伝子情報システム学分野 研究員 田中瑞
己 博士、研究室の皆様に感謝申し上げます。 
 
 
